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 1  Einleitung  1
 
 
 
 
Einleitung 
Bereits Ende des 19. Jahrhunderts konnte das Makromolek￿l DNA aus Zellen isoliert 
werden.  Aber  erst  Oswald  T.  Avery  und  seine  Mitarbeiter  konnten  1944  nachweisen, 
dass  DNA  der  Tr￿ger  von  genetischer  Information  ist  (Avery  et  al.,  1944).  Mit  der 
Aufkl￿rung der dreidimensionalen Struktur der DNA durch Watson und Crick im Jahre 
1953 wurde ein Meilenstein f￿r die Genetik gelegt (Watson & Crick, 1953a). Sie konnten 
mittels Raummodellen zeigen, dass die durch Chargaff aufgestellte Regel, dass sich die 
Mengen an Adenin (A) und Thymin (T) sowie an Guanin (G) und Cytosin (C) in einem 
DNA-Molek￿l entsprechen (Chargaff, 1951) und die von Todd gefundenen Ergebnisse, 
dass die Nucleotide ￿ber 5·-3·-Phosphordiesterbr￿cken verkn￿pft sind (Brown & Todd, 
1952) in Einklang zu bringen sind. Die gefundenen Daten lie￿en sich nur durch eine 
Helixstruktur,  welche  aus  zwei  antiparallelen  Einzelstr￿ngen  aufgebaut  ist,  erkl￿ren, 
deren  2·-Desoxyribose-Phosphat-R￿ckgrate  nach  au￿en  und  die  Nucleobasen  nach 
innen  zeigen.  Dabei  sind  Adenin  und  Thymin  ￿ber  zwei  Wasserstoffbr￿cken  sowie 
Guanin mit Cytosin ￿ber drei Wasserstoffbr￿cken verbunden. Im Falle der RNA kommt 
es zu einem identischen Basenpaarungsmuster (Bp). Der Unterschied zwischen DNA 
und RNA liegt darin, dass im Falle von RNA Thymin durch Uracil ersetzt ist und die 
Zuckereinheit aus Ribose besteht (Abb. 1.1).  1  Einleitung  2
N
N
O
N
N
N
N
N
N H
N
O
N
R O
N
N
N
N
N
O
H
H
H
H
• • •
• • •
H
• • • Zucker
Zucker
Zucker
Zucker
1
9
2
4
3
5 6
7 8
1 2
4
3
5
6 H
H
• • •
• • •
1
9
2
4
3
5 6
7
8
1 2
4
3
5
6
Guanosin - Cytidin Adenosin - Thymidin/Uridin
gro￿e Furche
(major groove)
kleine Furche
(minor groove)
gro￿e Furche
(major groove)
kleine Furche
(minor groove)
 
Abb. 1.1  Watson-Crick Basenpaare, DNA: R=CH3, Zucker= 2·-Desoxyribose;   RNA: R=H, 
  Zucker= Ribose 
 
 
Die  Nucleotidstr￿nge  in  einer  DNA  (B-Form) bauen 
dabei eine rechtsg￿ngige Doppelhelix auf, wobei die 
Str￿nge  antiparallel  verlaufen  (Abb.  1.2).  Die 
Ringebene  der  Nucleobasen  steht  ann￿hernd 
senkrecht  auf  der  Helixachse,  w￿hrend  die  Zucker 
wiederum  fast  senkrecht  zu  den  Nucleobasen 
angeordnet  sind.  Der  Doppelstrang  wird  durch  die 
Wasserstoffbr￿cken zwischen den Nucleobasen der 
gegen￿berliegenden  Str￿nge,  durch  --Basen-
stapelungswechselwirkungen  (engl.:  base  stacking) 
zwischen  den  Nucleobasen  des  gleichen  Stranges 
und  durch  die  Hydratation  der  Helix  stabilisiert. 
Neben  der  B-Form,  die  von  Watson  und  Crick 
vorgeschlagen  wurde,  sind  heute  noch  andere 
Helixstrukturen wie die linksg￿ngige Z-Form und die 
rechtsg￿ngige  A-Form  bekannt  (Saenger,  1984). 
Letzterer Strukturtyp tritt meistens bei RNA-Duplexen 
wie  auch  bei  RNA-DNA-Chim￿ren  auf.  Die  Z-Form 
bildet sich bei DNA bevorzugt in L￿sungen mit hoher 
Salzkonzentration aus (Wang, 1979; Gessner, 1989). 
Die wesentlichen Unterschiede der Helixtypen sind in 
Tab. 1.1 aufgef￿hrt. 
Abb. 1.2  Schematische 
  Darstellung  der  DNA- 
  Doppelhelix (B-Form) 1  Einleitung  3
Tab. 1.1  Vergleich von A-, B- und Z-Helixform 
  A- Form  B- Form  Z- Form 
Gestalt  am breitesten  zwischen A und Z  am l￿ngsten 
Richtung  rechtsg￿ngig  rechtsg￿ngig  linksg￿ngig 
H￿he pro Bp  0,23 nm  0,34 nm  0,38 nm 
Helixdurchmesser  2,55 nm  2,37 nm  1,84 nm 
Konformation der 
glykosidischen Bindung  anti  anti 
anti bei C und T 
syn bei G und A 
Zahl der Bp pro 
Helixwindung  11  10,4  12 
Gangh￿he  2,46 nm  3,32 nm  4,56 nm 
Neigung der Bp zur 
Helixachse  19￿  1￿  9￿ 
gro￿e Furche  eng und tief  breit und tief  Flach 
kleine Furche  breit und flach  eng und tief  eng und tief 
 
Ein  wichtiges  Kriterium  f￿r  die  Form  der  Helix  ist  die  Konformation  der  Ribose/2·-
Desoxyribose (engl.: suger puckering), da der Furanosering nicht planar vorliegt. Er kann 
in  der  E-Konformation  (engl.:  envelope)  oder  in  der  T-Konformation  (engl.:  twist) 
vorliegen (Abb. 1.3). Bei der E-Konformation liegen vier Atome des Rings in einer Ebene 
und das F￿nfte steht ca. 0,5 ¯ nach oben oder unten aus der Ebene heraus. Bei der T-
Konformation liegen drei Zentren in einer Ebene und zwei benachbarte Zentren stehen, 
eines nach oben und eines nach unten, aus der Ebene heraus. Atome, die aus diesen 
Ebenen auf der selben Seite stehen wie C5· werden mit endo bezeichnet. Stehen diese 
auf der anderen Seite wird die Bezeichnung exo verwendet. 
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Abb. 1.3  Konformationen des Furanoserings 1  Einleitung  4
Die C2·-endo-Konformation des Furanoserings f￿hrt zur Ausbildung einer Helix der B-
Form,  w￿hrend  die  C3·-endo-Konformation  die  Formierung  einer  Helix  der  A-Form 
induziert. 
￿ber das 1·-Kohlenstoffatom sind die heterocyclischen Basen stets -N-glycosidisch mit 
der Pentose verbunden. Relativ zum Zucker kann die Base zwei Hauptorientierungen 
￿ber die glycosidische C1·-N-Bindung einnehmen. Diese beiden Orientierungen werden 
syn und anti genannt. Sie werden ￿ber den Torsionswinkel  definiert (IUPAC, 1983). In 
der  anti-Konformation  zeigt  der  Hauptteil  des  Heterocyclus  vom  Zucker  weg.  Bei 
nat￿rlichen  Nucleosiden  liegt  normalerweise  stets  die  anti-Konformation  vor.  Das 
R￿ckgrat eines DNA-Molek￿ls ist nicht symmetrisch und weist an seinen Enden eine 
sekund￿re 3·- und eine prim￿re 5·-Hydroxylgruppe mit unterschiedlichen Eigenschaften 
auf.  DNA-Molek￿le  besitzen  aufgrund  ihres  Phosphodiester-R￿ckgrats  einen  stark 
polyanionischen  Charakter.  Aufgrund  dessen  sind  sie  gut  wasserl￿slich  und  k￿nnen 
durch Zugabe von Alkohol gef￿llt werden. 
 
Watson und Crick waren es auch, die kurz nach ihrer Ver￿ffentlichung der Struktur der 
DNA ein Modell f￿r die Replikation der DNA vorschlugen (Watson & Crick, 1953b). In 
den darauffolgenden Jahren wurde der Fluss der genetischen Information vom Gen zum 
Protein  untersucht.  Aufbauend auf  diesen  Forschungen  wurde von  Francis  Crick  das 
sogenannte ￿Zentrale Dogma der Molekularbiologie￿ ￿ber den Informationsfluss in der 
Zelle aufgestellt, dass bis zum heutigen  Tage, bis auf  wenige Ausnahmen, G￿ltigkeit 
besitzt (Crick, 1958; Crick, 1970) (Abb. 1.4). Demnach ist die DNA f￿r die Speicherung 
und  Weitergabe  der  genetischen  Information  verantwortlich.  Diese  wird  bei  der 
Transkription im Zellkern in die messenger-RNA (mRNA) ￿bersetzt (Jacob, 1961).  
 
DNA
Replikation Transkription Translation
mRNA Protein
Genomics Proteomics
Abb. 1.4:  Zentrales Dogma der Molekularbiologie 
 1  Einleitung  5
Bei der anschlie￿enden Translation an den Ribosomen wird die mRNA im Cytoplasma 
mittels der transfer-RNA (tRNA) in eine Proteinsequenz umgeschrieben. Eine Ausnahme 
f￿r dieses Dogma stellt die ￿bersetzung von genetischer Information von RNA in DNA 
bei der reversen Transkription dar. Diese ist Teil des Lebenszyklus von Retroviren wie 
z.B von HIV. 
Die Frage der spezifischen ￿bersetzung der mRNA in die 20 nat￿rlichen Aminos￿uren 
eines Proteins konnte Anfang der sechziger Jahre gekl￿rt werden. Die mRNA wird dabei 
durch Basentripletts (Codons) in die entsprechende Aminos￿ure ￿bersetzt (Ochoa, 1963; 
Nirenberg, 1963; Khorana, 1965). Dadurch wurde klar, dass viele Aminos￿uren durch 
mehrere  Codons  codiert  werden,  sowie  dass  drei  Codons  keiner  Aminos￿ure 
entsprechen. Diese codieren den Abbruch einer Sequenz. Ein weiterer wichtiger Punkt 
ist,  dass  das  Basentriplett  AUG  nicht  nur  f￿r  Methionin  codiert,  sondern  auch  das 
Startsignal der Proteinbiosynthese beinhaltet. 
Mit  der  Entdeckung  der Restriktionsenzyme  war  es  Anfang  der 70iger  Jahre  m￿glich 
DNA spezifisch zu schneiden und mittels Ligasen wieder neu zu verkn￿pfen (Kelly & 
Smith,  1970;  Smith  &  Wilcox,  1970).  Mit  der  Entwicklung  der  chemischen 
Sequenziermethode  durch  Maxam  und  Gilbert  (Maxam  &  Gilbert,  1977)  sowie  der 
enzymatischen Sequenzierung durch Frederick Sanger (Sanger, 1977) war es m￿glich 
die  Nucleosidabfolge  jeder  DNA-Sequenz  zu  bestimmen.  Heutzutage  hat  sich  die 
Methode  nach  Sanger  durchgesetzt,  da  sie  leicht  automatisierbar  ist.  Die  chemische 
Sequenzierung wird nur noch in wenigen Sonderf￿llen eingesetzt. 
Mittels der Polymerase-Kettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction, PCR) ist es seit 
1984  m￿glich  DNA-Abschnitte  in  vitro  zu  amplifizieren  (Saiki,  1985;  Mullis,  1990; 
Newton, 1997). Bei diesem Verfahren wird ein St￿ck doppelhelikaler DNA denaturiert. 
Beim raschen Abk￿hlen hybridisieren die im ￿berschuss zugesetzten 20-30 Nucleotide 
langen  Primer, die  chemisch  synthetisiert  werden,  unter  kinetischer  Kontrolle  mit  den 
komplement￿ren  DNA-Sequenzen.  Durch  Inkubation  mit  einer  hitzestabilen  DNA-
Polymerase (z.B.  TaqPol) in Gegenwart der vier Desoxyribonucleotidtriphosphate und 
Mg
2+-Ionen wird die DNA enzymatisch synthetisiert. Dieser Zyklus wird 20 bis 30 mal 
durchlaufen, wodurch die gr￿￿tm￿gliche Amplifikation erzielt wird. 
Parallel  zu  den  enzymatischen  Techniken  wurden  auch  Methoden  zur  chemischen 
Synthese  von  DNA  bzw.  RNA  entwickelt.  Die  routinem￿￿ige,  rasche  Synthese  von 
Oligonucleotiden konnte aber erst mittels der Festphasensynthese erreicht werden. In 
diesem Zusammenhang seien hier die Diester-, Triester- und die H-Phosphonatmethode 
genannt  (Beaucage,  1993;  Caruthers,  1992;  Letsinger,  1976;  Letsinger,  1975). 1  Einleitung  6
Heutzutage  kommt  jedoch  fast  ausschlie￿lich  die  Phosphoramiditmethode,  die  von 
Beaucage und Caruthers entwickelt wurde, zum Einsatz (Beaucage, 1993; Caruthers, 
1987;  Beaucage,  1981).  Der  Synthesezyklus  der  Phosphoramiditmethode  ist  in 
Abbildung 1.5 dargestellt. Die Synthese wird auf Glas mit definierter Porenweite (engl.: 
controlled-pore-glass, CPG; meistens 500 oder 1000 ¯ Porengr￿￿e) als fester Phase 
durchgef￿hrt.  Das  erste  Nucleosid  ist  ￿ber  seine  3·-Hydroxylgruppe  mittels  eines 
basenlabilen  Linkers  (z.B.  Succinyllinker)  mit  der  festen  Phase verkn￿pft.  Der  Zyklus 
wird  durch  die  Entsch￿tzung  der  5·-Hydroxylgruppe  mit  3%iger  Trichloressigs￿ure 
gestartet. 
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Abb. 1.5  DNA/RNA-Festphasensythese (Phosphoramiditmethode) 1  Einleitung  7
Diese wird mit dem N,N-Diisopropylamino-phosphoramidit des gesch￿tzten Nucleosids 
(50-100 facher ￿berschuss) unter Aktivierung durch 1H-Tetrazol (Dahl, 1987) oder 2,4-
Dicyanoimidazol  zur  Reaktion  gebracht.  Im  n￿chsten  Schritt  werden  die  nicht 
abreagierten 5·-Hydroxylfunktionen durch Zugaben von Acetanhydrid maskiert (capping), 
so  dass  diese  f￿r  die  weiteren  Reaktionen  nicht  mehr  zur  Verf￿gung  stehen.  Im 
Anschluss wird der dreiwertige Phosphor durch ein Gemisch aus Iod/H2O/Pyridin zum 
f￿nfwertigen  Phosphat  oxidiert.  Dieser  Zyklus  wird  bis  zur  gew￿nschten  L￿nge  des 
Oligonucleotides durchlaufen. Aufgrund der sehr hohen Kupplungsausbeuten (>99,5%) 
lassen sich DNA-Str￿nge mit einer L￿nge von bis zu 200 Nucleotiden und RNA-Str￿nge 
bis zu einer L￿nge von 80 Nucleotiden in guter Ausbeute darstellen. 
 
Die rasche Verf￿gbarkeit synthetischer Oligonucleotide beschleunigte in den letzten 15 
Jahren  die  Erforschung  ihrer  Struktur,  lieferte  Primer  f￿r  die  enzymatische  Synthese 
l￿ngerer  Oligonucleotide  mittels  PCR,  erm￿glichte  den  kombinatorischen  Aufbau  von 
Oligonucleotidbibliotheken  f￿r  die  Chiptechnik  und  hat  die  Anwendung  von 
Oligonucleotiden  als  Therapeutika  erm￿glicht.  Das  heutige Wissen  ￿ber  Struktur  und 
Funktion  von  Oligonucleotiden  f￿hrt  zu  einer  stetig  wachsenden  Bedeutung  dieser 
Verbindungsklasse  bei  dem  gezielten  Einsatz  in  der  Therapie  von  Krankheiten. 
Ma￿gebendes  Kriterium  f￿r  die  Anwendung  ist  die  Kenntnis  der  Zielsequenz  (DNA, 
mRNA, Protein). Mittels der enzymatischen Sequenzierung nach Sanger ist es m￿glich 
dieses Problem zu l￿sen. So wurde im Jahr 2000 das ca. 3,3 Milliarden Basenpaare 
umfassende  menschliche  Genom  entschl￿sselt  (International  Human  Genome 
Sequencing Consortium,  2001;  Marshall,  2000).  Auch  die  Genome  anderer  Tier-  und 
Pflanzenarten  wie  der  Fruchtfliege  Drosophila  Melanogaster  (Adams,  2000)  und  der 
Maus (Bradley, 2002) sind mittlerweile bekannt. Dem Wissen ￿ber die Sequenz eines 
Genoms  folgt  nun  die  Frage nach  der  Funktion  seiner  Gene  und  ihre  Bedeutung  im 
Organismus.  Aufbauend  auf  die  Erkenntnisse  ergibt  sich  die  M￿glichkeit  in  den 
Informationsfluss  der  Proteinbiosynthese  regulierend  einzugreifen.  Hier  seien  die 
Schlagw￿rter  der  modernen  Biotechnologie  ￿Genomics￿  (das  Gen  betreffend)  und 
￿Proteomics￿ (das Protein betreffend) zur Erforschung der Regulation der Genexpression 
genannt (Abb. 1.4). 
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Regulation der 
Genexpression 
Die meisten der heute gegen die verschiedensten Krankheiten eingesetzten Arzneimittel 
entfalten  ihre  Wirkung  durch  die  Wechselwirkung  mit  Proteinen,  insbesondere  mit 
Enzymen und Rezeptoren, die mit der jeweiligen Krankheit in Zusammenhang stehen. 
Urs￿chlich  f￿r viele  Krankheiten  sind  aber  meist  fehlerhafte  genetische  Informationen 
und  deren  Ausf￿hrung  durch  die  Zellen,  wie  beispielsweise  die  ￿berproduktion 
bestimmter  Proteine  oder  die  Herstellung  defekter  Proteine  (Engels,  1991).  Daher 
erscheint es sinnvoll mit der Therapie auf der ￿bergeordneten Stufe der Nucleins￿uren 
einzusetzen. Die Blockade der ￿bersetzung der fehlerhaften genetischen Information in 
die daraus resultierenden Proteine erweist sich auch deshalb von Vorteil, da in einer 
Zelle  aus  jedem  Gen  bei  dessen  Transkription  ungef￿hr  10
2  bis  10
4  Kopien  mRNA 
entstehen, die wiederum in 10
4 bis 10
6 Proteinmolek￿le translatiert werden. Ein wichtiges 
Beispiel stellt ferner eine Virusinfektion dar. Um sich zu vermehren, nutzt das Virus die 
Expressionsmaschinerie  der  Zelle.  Eine  gezielte  Unterdr￿ckung  der  Synthese  viraler 
Proteine k￿nnte die Vermehrung des Virus stoppen, ohne die Zelle selbst zu sch￿digen. 
Der Eingriff auf der DNA-Ebene mittels dem Antigen-Ansatz (z.B. Gen-Knockout, Triplex-
Bildung) erwies sich als ￿u￿erst problematisch. Das Hauptproblem beim Triplex-Ansatz 
liegt  in  der  relativen  Instabilit￿t  der  Triplexe  und  der  Unzug￿nglichkeit  der  DNA  im 2  Regulation der Genexpression  10
Zellkern.  Aus  diesem  Grund  hat  dieser  Regulationsansatz  in  den  letzten  Jahren  an 
Bedeutung verloren (Gewirtz, 1998; Vasquez, 1998; Sun, 1996). F￿r die Blockade der 
mRNA sind drei vielversprechende Ans￿tze zu diskutieren (Abb. 2.1). Diese sind: 
 
   das Antisense-Konzept 
   die RNA-Interferenz (RNAi) 
   der Ribozym-Ansatz  
 
 
Abb. 2.1  Schematische  Darstellung  der  M￿glichkeiten  des  Eingriffs  in  die 
  Genexpression auf der Ebene der mRNA im Cytoplasma 
 
 
 
2.1 Der Ribozym-Ansatz 
 
 
Ribozyme sind katalytisch aktive RNA-Molek￿le. Dabei handelt es sich um relativ kurze 
Ribonucleins￿uren  (150  Nucleotide),  die  die  F￿higkeit  besitzen  das  RNA 
Phosphodiester-R￿ckgrat  eines  komplement￿ren  Oligonucleotids  hydrolytisch  und 
spezifisch  zu  spalten.  Um  dies  zu  erm￿glichen  ist  lediglich  die  Gegenwart  von 
Metallionen  (Mg
2+,  K
+)  vonn￿ten.  Ribozyme  fungieren  praktisch  als  Enzyme.  Die 2  Regulation der Genexpression  11
Spaltungsgeschwindigkeit  ist  jedoch  deutlich  langsamer  als  bei  den  Enzymen.  Die 
Spaltung erfolgt durch eine beschleunigte Reaktion des Sauerstoffs der 2·-OH Gruppe 
mit  dem  Phosphor  des  3·-Phosphates  wobei,  sich  ein  zyklisches  2·,3·-Phosphat 
ausbildet.  Die  Spaltungsreaktion verl￿uft vermutlich  ￿ber  einen  SN2-Mechanismus,  da 
dabei  die  Chiralit￿t  des  Phosphors  invertiert  (Van  Tol,  1990;  Koizumi,  1991).  Von 
Interesse bez￿glich einer therapeutischen Anwendung sind das Hammerhead- (Forster, 
1987;  Hazeloff,  1988)  sowie  das  Hairpin-Ribozym  (Feldstein,  1989).  Das  aus  55 
Nucleotiden  bestehende  Hammerhead-Ribozym  bildet  einen  Ribozym-Substrat-
Komplex, wobei sich drei Helices ausbilden (Abb. 2.2). 
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Abb. 2.2  Zweidimensionale Struktur des Hammerhead-Ribozyms 
 
F￿r die therapeutische Anwendung fungiert die mRNA als Substrat und wird nach der 
Hybridisierung  geschnitten.  Die  spezifische  Spaltung  erfolgt  bei  einem  Hammerhead-
Ribozym am 3·-Ende eines NUH-Tripletts. Dabei handelt es sich bei N um ein beliebiges 
Nucleotid  und  bei  H  um  ein  beliebiges  Nucleotid  mit  Ausnahme  von  Guanosin 
(Hammann, 2002; Eckstein, 1999). In den letzten Jahren wurden sehr gro￿e Fortschritte 
auf den Gebieten der Strukturaufkl￿rung, den katalytischen Mechanismen, der Aktivit￿t 
und  dem  Einsatz  als  Therapeutikum  erzielt  (Krupp  &  Gaur,  2000;  Goodchild,  2002). 
Einige funktionalisierte Ribozyme durchlaufen mittlerweile bereits die klinischen Studien 
der Phasen I und II (vgl. S. 27; Tab. 2.1). Dazu geh￿ren ￿Angiozyme￿ und ￿Heptazyme￿, 
die gegen Krebs beziehungsweise den Hepatitis C Virus gerichtet sind. 2  Regulation der Genexpression  12
2.2 RNA-Interferenz (RNAi) 
 
 
Erst  vor  einigen  Jahren  erkannte  man,  dass  RNA  eine  fundamentale  Rolle  in  der 
posttranskriptionalen  Regulation  der  Genexpression  spielt.  So  l￿ste  die  Injektion  von 
doppelstr￿ngiger RNA (dsRNA) in den Nematoden Caenorhabditis elegans (C. elegans) 
die  Unterbrechung  der  Expression  jener  Gene  aus,  die  sequenzhomolog  zur 
angebotenen dsRNA  waren  (Fire,  1998).  Dieses  Ph￿nomen  wird  als  RNA-Interferenz 
(RNAi)  bezeichnet.  Dieser  Befund  lieferte  die  Grundlagen  f￿r  eine  augenscheinlich 
einfache  Methode,  die  Bildung  ausgew￿hlter  Proteine  durch  die  Einf￿hrung  von 
exogenen dsRNAs zu unterbinden. Der Mechanismus der RNAi ist noch nicht vollst￿ndig 
aufgekl￿rt. In Abbildung 2.3 ist das gegenw￿rtige mechanistische Modell auf molekularer 
Ebene in C. elegans und anderen Spezies dargestellt (Micura, 2002; Schepers, 2001; 
Tuschl, 2001a). Die Transfektion mit doppelstr￿ngiger RNA f￿hrt selbst bei katalytischen 
Mengen  zum  Abbau  der  sequenzhomologen  mRNA.  Die  erste  Stufe  ist  dabei  die 
Spaltung der dsRNA in kleine Fragmente, die aus Str￿ngen von 21 bis 23 Nucleotiden 
bestehen. Von Tuschl konnte gezeigt werden, dass diese kurzen RNAs (siRNA: engl.: 
small  interfering  RNA)  die  Schl￿sselmolek￿le  f￿r  den  Abbau  der  mRNA  sind.  Diese 
siRNA-Duplexe bilden jene bisher noch nicht vollst￿ndig charakterisierten RNA-Protein-
Komplexe  (siRNP  bzw.  engl.:  RISC:  RNA  induced  silencing  complex),  die  f￿r  die 
eigentliche Spaltung der ￿Ziel￿-RNA (Sense- oder Antisense-Strang) verantwortlich sind 
(Abb. 2.3). Abh￿ngig von der Orientierung des Duplexes im RNA-Protein-Komplex und 
der Sequenz der mRNA ist nur einer der beiden siRNA-Str￿nge zur Erkennung der RNA-
Zielsequenz f￿hig. Da dsRNA (500-1500 bp) in S￿ugerzellen eine Immunantwort ausl￿st, 
die f￿r die Zellen toxisch ist, hat man die Wirkung chemisch synthetisierter siRNAs auf 
die  Zelle  untersucht  und  festgestellt,  dass  diese  auch  zum  gew￿nschten  Abbau  der 
mRNA  f￿hren  (Tuschl,  2001b).  Mit  synthetischen  Oligoribonucleotiden  konnte  auch 
gezeigt  werden,  dass  siRNA-Duplexe,  die  aus  21  oder  22 Nucleotiden bestehen  und 
dabei nichtpaarende 3·-Dinucleotid￿berh￿nge (Thymidine) aufweisen, effektiver im RNA-
Abbau sind als die vergleichbaren Duplexe ohne 3·-￿berh￿nge (Tuschl, 2003a; Tuschl, 
2001b; Bernstein, 2001). Anwendungsm￿glichkeiten f￿r den RNAi-Ansatz bieten sich in 
der  vollst￿ndigen  Ausschaltung  eines  Proteins  ohne  Ver￿nderung  des  genetischen 
Materials. Dies bietet die M￿glichkeit, die Funktion von Proteinen zu untersuchen, was 
bereits bei Zebrafischen (Wargelius, 1999), Drosophila (Misquitta, 1999) und C. elegans 2  Regulation der Genexpression  13
(Kamath,  2003;  Tuschl,  2003b)  erfolgreich  gelungen  ist.  Die  zweite 
Anwendungsm￿glichkeit liegt darin, die Synthese von fehlerhaften Proteinen auf Ebene 
der mRNA mittels synthetischer 21- bis 22mere zu unterbinden. Auch wird versucht mit 
Hilfe dieser  Technik die Genexpression von Viren zu unterbinden. Kommt es bei der 
Antisense-Technik, bei der eine 1:1-Hybridisierung von mRNA mit dem Antisense-Strang 
erfolgen muss, nur in wenigen F￿llen zum vollst￿ndigen Ausschalten des Proteins, so 
f￿hrt der Einsatz katalytischer Mengen siRNA zum kompletten Abbau der zelleigenen 
mRNA  dieser  Sequenz  (Brantl,  2002).  Es  gibt  bei  dieser  Technik  aber  noch  viele 
Unklarheiten,  sowohl  was  den  Mechanismus  als  auch  was  die 
Anwendungsm￿glichkeiten betrifft. Auch ist eine direkte ￿bertragung der bei C. elegans 
gefundenen Ergebnisse auf S￿ugerzellen nicht m￿glich. Ein wichtiger Unterschied liegt 
in  der  dsRNA-Prozessierung,  die  in  S￿ugerzellen  nicht,  bzw.  mit  Einschr￿nkungen 
stattfindet.  Zudem  treten  zur  Antisense-Technik  homologe  Probleme,  wie  z.B.  die 
geringe Zellaufnahme, auf. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2.3  Modell zum Mechanismus der RNA-Interferenz in C. elegans 
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2.3 Das Antisense-Konzept 
 
 
Das Antisense-Konzept ist heutzutage der am Besten untersuchte Ansatz zur Regulation 
der Genexpression. Die gezielte Anwendung des Antisense-Konzepts wurde erstmalig 
von Zamecnik und Stephenson in Jahre 1978 verwirklicht (Zamecnik, 1978; Stephenson, 
1978).  Es  gelang  ihnen  die  Replikation  von  Rous-Sarkom-Viren  in  infizierten 
H￿hnerfibroblasten  durch  Zugabe  von  synthetisch  dargestellten  Oligonucleotiden 
(13mere) zu inhibieren. Interessanterweise erkannte man aber erst einige Jahre sp￿ter, 
dass Antisense-RNA als nat￿rliches Regulationsprinzip der Proteinbiosynthese oder der 
DNA-Replikation in zahlreichen Viren und Bakterien fungiert (Uhlmann, 1990; Weintraub, 
1990; Hjalt, 1992; Brantl, 2002). 
Das  Antisense-Konzept  beruht  auf  der  Hybridisierung  von  modifizierten,  kurzen, 
einzelstr￿ngigen Nucleins￿uren an komplement￿re Bereiche einer mRNA oder viralen 
RNA. Dies f￿hrt zu einer Inhibierung der Translation in die entsprechenden Proteine. Die 
Selektivit￿t  der  Erkennung  beruht  dabei  auf  der  spezifischen  Basenpaarung  nach 
Watson  und  Crick.  Dieses  Bild  des  Wirkungsmechanismus  stellt  aber  eine  sehr 
vereinfachte Betrachtungsweise dar. In der Praxis spielen f￿r die Wirkungsweise eines 
Oligonucleotides zahlreiche Faktoren eine entscheidende Rolle, auf die in den folgenden 
Kapiteln  n￿her  eingegangen  werden  soll.  Auch  soll  erl￿utert  werden,  dass  hinter  der 
￿simplen Theorie￿ eine ￿u￿erst ￿komplexe Realit￿t￿ steckt. 
 
 
2.3.1 Wirkungsmechanismen 
 
Die  Wirkungsweise  von  Antisense-Oligonucleotiden  h￿ngt  u.  a.  sehr  stark  von  der 
Sekund￿r- und Terti￿rstruktur der RNA-Zielsequenz ab. Dies hat zur Folge, dass diverse 
Mechanismen/Angriffspunkte  postuliert,  erforscht  und  bewiesen  wurden.  In  Abbildung 
2.4  ist  der  Weg  der  RNA  ausgehend  von  der  Transkription  bis  hin  zur  Translation 
schematisch dargestellt. Daraus ergeben sich diverse Angriffspunkte f￿r den Einsatz von 
Antisense-Oligonucleotiden  (Crooke,  1999).  Im  folgenden  soll  auf  die  wichtigsten 
Ans￿tze n￿her eingegangen werden. 
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Abb. 2.4  Zusammenfassung  der  m￿glichen  sequenzspezifischen  Wirkungs-
  mechanismen  von  Antisense-Oligonucleotiden;  Inhibierung  durch  Unterbindung  1) 
  der 3·-Polyadenylierung (Chiang, 1991) bzw. des 5·-Capping (Baker, 1992), 2) des 
  Splei￿en,  3)  der  Translokation,  4)  der  Anlagerung  des  Ribosoms  bzw.  der 
  Initiationsfaktoren und 5) der Fortbewegung des Ribosoms entlang der mRNA bzw. 
  der Spaltung der mRNA durch die Aktivierung der RNase H. 
 
Inhibierung des Splei￿ens 
Ein wichtiger Zwischenschritt bei der Bildung der meisten mRNAs ist das Ausschneiden 
der Introns. Dieser Schritt findet wie auch die 3·-Polyadenylierung und das 5·-Capping 
im  Zellkern  statt.  Der  Splei￿en-Vorgang  ist  sequenzspezifisch  und  erfordert  die 
Anwesenheit des entsprechenden Spliceosoms. Kommt es zu einer Hybridisierung der 
zu splei￿enden pre-mRNA und des Antisense-Oligonucleotids wird die Anlagerung der 
Cofaktoren gest￿rt. Als Folge dieser Blockade wird das Splei￿en unterbunden. Leider 
hat  dieser  Mechanismus  bisher  nicht  zu  den  gew￿nschten  Inhibitionsraten  gef￿hrt 
(Crooke,  2000;  Goodchild,  1988).  Als  Ursache  wird  die  schlechte  Zug￿nglichkeit  des 
Zellkerns  diskutiert.  So  sind  fast  alle  Antisense-Oligonucleotide  gegen  mRNA 
Zielsequenzen im Cytoplasma gerichtet. 
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Sterische Blockade der Translation 
Ein  m￿glicher  Wirkmechanismus  von  Antisense-Oligonucleotiden  auf  der  Ebene  der 
Translation  ist  die  sterische  Blockade  des  Translationsstarts  (AUG-Codon).  Der 
gebildete  DNA/RNA-Duplex  verhindert  die  Anlagerung  des  Ribosoms  und  wichtiger 
Initiationsfaktoren. Aufgrund dieser Blockade ist im Falle von eukariotischer mRNA z. B. 
eine St￿rung der Interaktion zwischen dem Translationsfaktor 4F und der mRNA denkbar 
(Lawson, 1986; Walder, 1988). Erfolgt trotzdem der Translationsstart, ist die erforderliche 
Translokation  des  Ribosoms  entlang  der  RNA  durch  das  hybridisierte  Antisense-
Oligonucleotid gest￿rt. Im Endeffekt dissoziiert das Ribosom von der RNA ab und ein 
nicht fertig translatiertes Peptid wird freigesetzt und abgebaut. Die gr￿￿te Effizienz der 
Antisense-Oligonucleotide mittels sterischer Hinderung, konnte durch die Blockade des 
AUG-Startcodons erzielt werden. 
 
Inhibierung mittels Ribonuclease H Aktivierung 
Ein  wesentlicher Wirkmechanismus von Antisense-Oligonucleotiden ist die Aktivierung 
der zellul￿ren Ribonuclease H (RNase H). Dieses Enzym ist in der Zelle f￿r den Abbau 
von  RNA-Primern  bei  der  DNA-Replikation  oder  f￿r  das  Herausschneiden  von 
fehleingebauten  RNA-Nucleotiden  in  die  DNA  verantwortlich.  Die  RNase  H  spaltet  in 
Gegenwart von bivalenten Kationen wie Mg
2+ oder Mn
2+ selektiv den RNA-Strang von 
DNA/RNA-Duplexen.  Die  degradierte  RNA  wird  danach  rasch  von  Exonucleasen 
vollst￿ndig abgebaut, w￿hrend intakte mRNA-Einheiten eine 5·-Maskierung (CAP) und 
spezielle  3·-Strukturen  (z.B.  Poly-A)  aufweisen,  die  sie  vor  einem  Exonucleaseabbau 
sch￿tzen  (Kanaya,  1993).  Bei  diesem  Wirkmechanismus  ist  es  nicht  dringend 
erforderlich  das  AUG-Startcoden  zu  blockieren.  Ein  postulierter  Mechanismus  der 
Hydrolyse  eines  RNA-Stranges  in  einem  DNA/RNA-Heteroduplex  durch  die  E.  coli 
RNase  H1  ist  in  Abb.  2.4  dargestellt.  Bei  der  katalytischen  Reaktion  erfolgt  der 
nucleophile Angriff an der Phosphordiestergruppe durch ein Hydroxylion unter Hydrolyse 
der P-O-3·-Bindung (Kanaya, 1993). Durch die Hydrolyse wird die Bindungsfestigkeit des 
Antisense-Oligonucleotids  an  die  mRNA  stark  reduziert,  so  dass  das  Oligonucleotid 
dissoziiert  und  f￿r  die  erneute  Bindung  an  ein  weiteres  RNA-Molek￿l  zur  Verf￿gung 
steht. Dieser pseudokatalytische Prozess erkl￿rt auch, warum bestimmte Oligonucleotid-
derivate, die die RNase H nicht zu stimulieren verm￿gen, trotz hoher Bindungsaffinit￿t 
nur als schwache Inhibitoren fungieren.  2  Regulation der Genexpression  17
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Abb. 2.5  Postulierter  Mechanismus  der  Spaltung  eines  RNA-Stranges  in  einem DNA/RNA-
  Hybrid durch E. coli RNase H1 (His
124, Asp
70= Histidin und Asparagin an Position 124 
  bzw. 70 des Proteins) 
 
Die  Wichtigkeit  der  RNase  H  induzierten  Spaltung  der  mRNA  wurde  in  zahlreichen 
Systemen nachgewiesen. Dazu geh￿ren Weizenkeimextrakt, Xenopus-Oocyten, Hasen-
Reticolozytenlysat und humane Leuk￿miezellen (Stein, 2002). 
Bei  diesen  Untersuchungen  zeigten  sich  in  den  verschiedenen  Systemen  gro￿e 
Unterschiede in der Aktivit￿t des Enzyms. W￿hrend bei den beiden erstgenannten eine 
hohe  RNase  H  Aktivit￿t  gefunden  wurde,  war  diese  in  Reticolozytenlysaten  deutlich 
niedriger  oder  fehlte  g￿nzlich  (Schlingensiepen,  1997). Walder und Walder  fanden  in 
frisch  hergestelltem  Reticolozytenlysat  nur  1-2%  der  RNase  H  Aktivit￿t  der  lebenden 
Zellen.  Diese  war  jedoch  f￿r  eine  fast  100%ige  Spaltung  der  RNA  an  der 
Hybridisierungsstelle  eines  komplement￿ren  Oligonucleotids  ausreichend  (Walder, 
1988). Idealerweise sollte somit ein Antisense-Oligonucleotid das Startcodon blockieren 
und  gleichzeitig  die  RNase  H  aktivieren,  um  eine  bestm￿gliche  Inhibierung  zu 
gew￿hrleisten. 
 
 
 
2.3.2 Kriterien an Antisense-Oligonucleotide 
 
Es  hat  sich  herausgestellt,  dass  das  Antisense-Konzept  nur  in  Verbindung  mit 
modifizierten Oligonucleotiden anwendbar ist (Agrawal, 1999). Dabei spielt die Art der 
Modifikation, die H￿ufigkeit der Modifikation (voll- oder partiell-modifizierter Strang) wie 
auch  die  gew￿hlte  Zielsequenz  eine  entscheidende  Rolle.  Die  modifizierten 
Oligonucleotide m￿ssen eine Vielzahl von Eigenschaften erf￿llen, um als Therapeutika 
einsetzbar  zu  sein.  In  Abbildung  2.6  sind einige  wesentliche  Kriterien  von  Antisense-2  Regulation der Genexpression  18
Oligonucleotiden  aufgef￿hrt,  die  bei  der  Einf￿hrung  neuer  Substanzen  ber￿cksichtigt 
werden m￿ssen. 
 
 
Abb. 2.6  Wichtige Kriterien an Antisense-Oligonucleotide f￿r den Einsatz als Therapeutika 
 
Nucleasestabilit￿t 
Ein  entscheidender  Punkt  f￿r  die  Anwendbarkeit  von  Antisense-Oligonucleotiden  als 
Therapeutika  ist  deren  Stabilit￿t  gegen￿ber  Nucleasen  unter  in  vitro-  als  auch 
darauffolgend  unter  in  vivo-Bedingungen.  Unmodifizierte  Oligonucleotide  werden  in 
Seren wie auch in Zellen rasch, aber unterschiedlich schnell abgebaut. Dieser Abbau 
erfolgt  durch  Endo-  und  Exonucleasen  (Eder,  1991).  So  sind  z.B.  Oligonucleotide  in 
Reticolozytenlysat und in mit 5% f￿talem K￿lberserum modifiziertem Dulbecco·s Medium 
nach 2 Stunden noch gr￿￿tenteils intakt. Im Gegensatz dazu kommt es in HeLa-Zell-
lysaten im gleichen Zeitraum zu einem vollst￿ndigen Verdau der Oligonucleotide. Dieser 
wird in Rinderserum bereits nach 15 Minuten erzielt (Wickstrom, 1986). Eine Erh￿hung 
der  Stabilit￿t  bis  hin  zur  Resistenz  gegen￿ber  Nucleasen  konnte  durch  modifizierte 
Oligonucleotide  erzielt  werden  (Crooke,  2000).  So  erh￿lt  man  u.a.  mittels  R￿ckgrat 
modifizierten  Phosphorthioaten  (Crooke,  1995;  Stein,  1991),  Methylphosphonaten 
(Miller, 1991) und Benzylphosphonaten (Caselmann, 1997) eine deutliche Stabilisierung 
gegen￿ber Phosphodiesterasen. In vielen Seren wurde ann￿hernd eine Resistenz der 
Antisense-Oligonucleotide  gegen  den  enzymatischen  Abbau  beobachtet.  Um  diesen 
Effekt zu erzielen gen￿gt es, wenn die beiden letzten Phosphordiesterbr￿cken am 3·- 
wie auch am 5·-Ende modifiziert werden. Erste Stabilit￿tsuntersuchungen werden in den 
meisten  F￿llen  mit  der  Exonuclease  Schlangengiftphosphodiesterase  sowie  den 
Endonucleasen S1 und der Milzphosphodiesterase durchgef￿hrt. Wird das Antisense-
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Oligonucleotid in vitro bzw. in vivo getestet, erfolgen die Stabilit￿tsuntersuchungen in den 
jeweiligen Seren und Kulturmedien. 
 
Bindungsaffinit￿t zur ￿Ziel￿-RNA/Selektivit￿t 
Ein  weiterer  entscheidender  Punkt  f￿r  die  Einsetzbarkeit  eines  Antisense-
Oligonucleotides ist die stabile und selektive Hybridisierung an die mRNA oder virale 
RNA. Das Oligonucleotid sollte dabei eine L￿nge von 15-25 Nucleotiden besitzen, um 
eine  hohe  Selektivit￿t  zu  gew￿hrleisten,  da  ab  dieser  L￿nge  die  Sequenz  statistisch 
einmalig  im  Genom  ist.  Neben  der  Oligonucleotidl￿nge  ist  auch  die  Anzahl  der 
Modifikationen von Bedeutung. Vollst￿ndig modifizierte Phosphorthioate zeigen z.B. in 
einigen F￿llen unspezifische Nebenwirkungen (Stein, 1993; Milligan, 1993). Es konnte 
gezeigt werden, dass durch eine Reduzierung des Thioatanteils auf 40% bis 60% die 
unerw￿nschten Effekte deutlich verringert werden, die Nucleasestabilit￿t  wie auch die 
Hybridisierungseigenschaften  dagegen  nahezu  identisch  bleiben  (Peymann,  1997; 
Uhlmann,  1999).  Neben  der  Modifikationsart  ist  auch  die  Wahl  der  Zielsequenz  von 
entscheidender Bedeutung. In funktionellen Bereichen von mRNA oder viraler RNA wie 
etwa ribosomalen Bindungsstellen treten h￿ufig Sequenzhomologien mit anderen Genen 
auf.  Ist  die  genomische  Basensequenz  jedoch  vollst￿ndig  gekl￿rt,  lassen  sich  solche 
Effekte leicht durch computergest￿tzte Sequenzvergleiche ausschlie￿en. Besonders bei 
Viren ist es vorteilhaft besonders hochkonservierte Bereiche des Genoms als Ziel zu 
w￿hlen,  da  diese  f￿r  die  Viren  meistens  von  entscheidender  Bedeutung  sind.  Von 
intensiv  untersuchten  Viren  wie  HIV  oder  dem  Hepatitis  C  Virus  (HCV)  sind  solche 
Bereiche bekannt (Kap. 4.2). Hochkonservierte Bereiche beinhalten jedoch eine gro￿e 
Anzahl  an  stabilen  Sekund￿r-  und  Terti￿rstrukturen  wie  Haarnadelschleifen  (engl.: 
hairpins),  interne  Schleifen  (engl.:  loops),  Ausbuchtungen  (engl.:  bulge)  und 
Pseudoknoten  (engl.:  pseudoknots).  Aus  entropischen  Gr￿nden  bilden  sich  jedoch  in 
vielen F￿llen die Heteroduplexe auf Kosten der RNA-Eigenstruktur. Dieser Effekt kann 
mittels stabiler Modifikationen wie Peptidnucleins￿uren oder 2·-O-Methylmodifikationen 
gef￿rdert  werden  (Corey,  2002).  Um  die  geeignetsten  Hybridisierungsstellen  zu 
ermitteln,  gibt  es  diverse  Ans￿tze.  Ding  und  Lawrence  nutzten  Algorithmen  sowie 
thermodynamische Daten und strukturelle Eigenschaften von RNA um die geeignetste 
Zielsequenz  zu  bestimmen  (Ding,  2001).  Sczakiel  et  al.  verwendete  eine  ￿hnliche 
Methode,  um  effektive  Oligonucleotide  zu  finden.  Nach  der  computergest￿tzten 
Sekund￿rstrukturbestimmung  f￿hrte  er  systematische  Reihenuntersuchungen  von 
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Oligonucleotide.  Unter  Verwendung  dieser  Methode  zeigten  17  von  34  in  der  Praxis 
getesteten  Oligonucleotide  eine  signifikante  Inhibierung  (>50%)  der  ICAM-1 
Genexpression  in  S￿ugerzellen  (Sczakiel,  2000;  Scherr,  2000;  Patzel,  1999).  Andere 
Methoden beruhen auf der Berechnung von Schmelztemperaturen oder freien Energien 
der  sich  bildenden  DNA/RNA-Duplexe  (Ding,  1999).  Zudem  werden  zahlreiche 
kombinatorische Methoden eingesetzt, um die ideale Hybridisierungsstelle zu ermitteln. 
 
Zellul￿re Aufnahme von Oligonucleotiden 
Eine  weitere  H￿rde  f￿r  die  Aktivit￿t  von  Antisense-Oligonucleotiden  ist  die  Diffusion 
durch  die  Lipiddoppelschicht  der  Zellmembran  (Hughes,  2000).  Der  genaue 
Mechanismus der Aufnahme ist zurzeit noch nicht vollst￿ndig gekl￿rt. Es zeigte sich, 
dass  die  Aufnahme  von  der  Temperatur  (Yakubov,  1989),  der  Struktur,  der 
Konzentration  (Vlassov,  1994)  und  der  Zelllinie  abh￿ngt.  Zudem  fand  man,  dass  die 
intrazellul￿re Konzentration an Oligonucleotid umgekehrt proportional zu dessen L￿nge 
ist und die Zellaufnahme somit von der L￿nge des Oligonucleotids abh￿ngt (Loke, 1989). 
In  den  meisten  bis  heute  ver￿ffentlichten  Arbeiten  zur  Zellaufnahme  werden 
Endocytoseprozesse f￿r geladene wie ungeladene Oligonucleotide favorisiert (Juliano, 
1999). Dabei erfolgt prim￿r eine Bindung niedriger Affinit￿t an bestimmte Proteine auf 
der  Zelloberfl￿che.  F￿r  unmodifizierte  Oligonucleotide  und  Phosphorthioate  wird  eine 
Aufnahme ￿ber die Rezeptor vermittelte Endocytose angenommen (De Diesbach, 2000). 
F￿r ungeladene Oligonucleotide wie Methylphosphonate wird eine Zellaufnahme mittels 
Fl￿ssigphasenendocytose  vorgeschlagen  (Levis,  1995).  Ein  generelles  Problem  der 
Aufnahme  ￿ber  Endocytose  besteht  aber  darin,  dass  ein  Grossteil  der 
Oligonucleotidmenge  nicht  frei  im  Cytoplasma,  sondern  in  bestimmten  Zellstrukturen, 
den Lysosomen und Endosomen, eingeschlossen vorliegt. Dadurch ist die Konzentration 
an  freiem  Oligonucleotid,  das  tats￿chlich  f￿r  die  Hybridisierung  an  die  mRNA  zur 
Verf￿gung  steht,  stark  herabgesetzt.  Zahlreiche  Strategien  die  Zellaufnahme  von 
Oligonucleotiden  zu  verbessern,  sind  in  den  vergangenen  Jahren  entwickelt  worden. 
Dazu z￿hlen: 
 
 Reduzierung des anionischen Charakters und gleichzeitige Erh￿hung der Lipophilie, 
indem  lipophile  R￿ckgratmodifikationen  wie  Methyl-  und  Benzylphosphonate 
eingesetzt wurden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde dieser Punkt aufgegriffen, indem 
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 Nutzung  k￿rpereigener  Transportmechanismen  durch  kovalente  Verkn￿pfung  mit 
Gallens￿urederivaten  (Lehmann,  2001;  Lehmann,  2001b;  Starke,  2001;  Kramer, 
1999). 
 Ankn￿pfung  von  kationischen  Polyaminen  wie  Spermine-  und  Spermidin-
modifikationen (Manoharan, 2002). 
 
Neben der Verwendung von modifizierten Oligonucleotiden kommen auch sehr h￿ufig 
nichtvirale und virale Vektoren f￿r den Nucleins￿uretransport zum Einsatz. Die gr￿￿te 
Bedeutung unter den nichtviralen Vektoren f￿r den Transport ins Cytoplasma kommt den 
kationischen Liposomen, sogenannten ￿uptake enhancern￿, zu (Jen, 2000). Kationische 
Liposomen k￿nnen aus einem einzelnen kationischen Amphiphil oder einem Cytofectin 
gebildet werden. ￿blicher ist jedoch eine Kombination aus einem Cytofectin und einem 
neutralen Lipid. H￿ufig, wie auch in dieser Arbeit, kommt Lipofektin
 zum Einsatz. Die 
Komponenten dieses kationischen Liposoms sind in Abbildung 2.7 abgebildet. 
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Abb. 2.7  Komponenten des ￿uptake enhancers￿ Lipofektin
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Das  Produkt  setzt  sich  aus  dem  Cytofectin  N-[(1,2,3-Dioleoyloxy)propyl]-N,N,N-
trimethylammoniumchlorid  (DOTMA)  und  dem  nat￿rlich  vorkommenden  Lipid  1,2-
Dioleoyl-syn-glycero-3-phosphoethanolamin  (DOPE)  im  Verh￿ltnis  1:1  zusammen 
(Felgner, 1987). Dar￿ber hinaus gibt es heute mehr als 20 neue Liposomensysteme, die 
sich in der Regel aus der Kombination eines neuen, synthetischen Cytofectins mit DOPE 
zusammensetzen  (Cooper,  1998;  Bowe,  1997).  Weiterhin  werden  auch  Dendrimere 
(Weber,  2000)  und  Nanopartikel  (Schwab,  1994;  Fattal,  1998)  f￿r  den  nichtviralen 
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Virale Gentransfervektoren erh￿lt man durch Einbringen von therapeutischer DNA in das 
Virusgenom. Das virale Genom wird dabei zumeist verkleinert, so dass es nicht mehr 
pathogen  ist.  Die  Vorteile  dieser  Methode  sind  die  hohe  Effizienz  und  Spezifit￿t.  Die 
ernstzunehmenden  Nachteile  bestehen  in  der  Gefahr  einer  Immunreaktion  mit  schon 
vorhandenen Wildtyp-Antik￿rpern  des viralen Vektors  und  der  Aktivierung endogener, 
virus￿hnlicher Sequenzen. Retrovirale Vektoren k￿nnen zudem in der Regel nicht mehr 
als 8 kBp Fremd-DNA aufnehmen (Weber, 2000). 
 
RNase H Aktivierung/Spaltungsrate 
Da die RNA-Spaltung durch die RNase H einen wichtigen Wirkungsmechanismus von 
Antisense-Oligonucleotiden  darstellt  (siehe  Kap.  2.3.1),  sollten  chemisch  modifizierte 
Oligonucleotide dieses Enzym nach der Hybridisierung aktivieren. W￿hrend dies z.B. f￿r 
Phosphorthioate der Fall ist, aktivieren Methylphosphonate, Peptidnucleins￿uren (PNAs), 
2·-O-Methyloligoribonucleotide,  Morpholinooligonucleotide  und  -anomere  Oligo-
nucleotide die RNase H nicht (Dias, 2002; Milligan, 1993).  
F￿r Phosphorthioate findet man aber auch eine Abh￿ngigkeit der RNase H Aktivierung 
von  der  Stereochemie  am  Phosphor  (Lebedev,  1996).  Bei  teilmodifizierten 
Oligonucleotiden  konnte  festgestellt  werden,  dass  bereits  die  Ausbildung  von  5-6 
Basenpaaren gen￿gt, um eine Induzierung der RNase H Aktivit￿t zu erzielen (Monia, 
1993; Uhlmann, 1990). Bei Phosphordiester-Phosphorthioat-Chim￿ren f￿hrt dies leider 
zu  einer  teilweise  unspezifischen  Wirkung  dieser  Oligonucleotide.  Chim￿re 
Oligonucleotide aus Methylphosphonaten oder anderen nicht die RNase H aktivierenden 
Modifikationen und einem Phosphordiester-Teil k￿nnen zu einer substantiellen Erh￿hung 
der  Spezifit￿t  f￿hren.  Giles  konnte  mit  Methylphosphonat-Phosphordiester-Chim￿ren 
eine  Selektivit￿tssteigerung  der  Ribonucleoase  H  Aktivit￿t  bis  hin  zur  Erkennung von 
Punktmutationen  erreichen,  w￿hrend  Phosphodiester  und  Phosphorthioate  allein  eine 
solche Spezifit￿t nicht aufweisen konnten (Giles, 1995). 
 
Pharmakokinetik/Verteilung im Gewebe 
Pharmakologisch am besten untersucht sind die Phosphorthioate, da sich die meisten 
Antisense-Oligonucleotide  dieser  Substanzklasse  zuschreiben  lassen.  Die  Studien 
werden in den meisten F￿llen mit Fluoreszenz- bzw. 
32P-markierten, besser aber mit 
35S-
oder Nucleobasen-markierten Oligonucleotiden durchgef￿hrt. Nach Verabreichung durch 
intraven￿se  Infusion  binden  sie  relativ  schnell,  aber  mit  geringer  Affinit￿t,  an 
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wodurch die schnelle Ausscheidung verhindert wird. Die Verteilung der Phosphorthioate 
erfolgt  relativ  rasch  (<1h)  ￿ber  das  gesamte  periphere  Gewebe  (Geary,  2001).  Die 
st￿rkste Anreicherung findet sich in der Leber, Niere, R￿ckenmark, Skelettmuskel und 
der  Haut.  Neben  der  intraven￿sen  Gabe  sind  am  Tier  subkutane,  intraperitoneale, 
intravitreale,  intranasale,  intradermale,  intrazerebrale  und  intratumorale  Applikationen 
beschrieben.  In  ersten  Untersuchungen  ist  es  bei  bestimmten  Modifikationen  auch 
gelungen  eine  orale  Bioverf￿gbarkeit  zu  erreichen.  Die  Eliminierung  aus  dem  K￿rper 
erfolgt relativ langsam (1 bis 4 Tage). Die Prim￿rroute der Ausscheidung ist der Urin und 
in geringeren Mengen auch der Kot (Agrawal, 1995). Die untersuchten Oligonucleotide 
waren teilweise - bevorzugt von 3·-Exonucleasen ￿ abgebaut (Temsamani, 1997). 
 
Keine Toxizit￿t 
Auch in diesem Zusammenhang sind die Phosphorthioate am Besten untersucht (Levin, 
2001;  Crooke,  2000).  In  Nagetieren  wurde  dabei  als  st￿rkste  Nebenwirkung  die 
Freisetzung  von  Cytokinen  festgestellt,  insbesondere  wenn  in  den  untersuchten 
Oligonucleotiden  das  Sequenzmotiv  CpG  auftrat  (Bennett,  1998;  Agrawal,  1998).  An 
Affen wurde neben der St￿rung der Blutgerinnung auch eine blutdrucksenkende Wirkung 
beobachtet.  Zudem  kam  es  zu  einer  Aktivierung  des  Immunsystems.  Am  Menschen 
wurden  nach  mehrw￿chiger  intraven￿ser  Gabe  von  2  mg  Phosphorthioat  pro  kg 
K￿rpergewicht  und  Tag  keine  signifikanten  Nebenwirkungen  festgestellt  (Uhlmann, 
1998). 
 
Kosteneffektive und einfache Synthese 
Noch vor wenigen Jahren schienen die Herstellbarkeit von Oligonucleotiden im gro￿en 
Ma￿stab und der Herstellungspreis limitierend f￿r eine therapeutische Anwendung dieser 
Substanzklasse zu sein. Heute k￿nnen z.B. die Phosphorthioate im Kilogramm- und wohl 
bald auch im Tonnenma￿stab produziert werden. In der Regel erfolgt die Synthese nach 
der Phosphoramiditmethode nach Caruthers (Beaucage, 1993; Caruthers, 1987). Neue 
modifizierte  Antisense-Oligonucleotide  sollten  aus  diesem  Grund  ￿ber  die 
Phosphoramiditmethode  synthetisiert  werden  k￿nnen.  Selbstredend  m￿ssen  die 
Oligonucleotide leicht ￿ber Chromatographie aufreinigbar, stabil und lagerf￿hig sein. 
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2.3.3 Chemische Modifikationsm￿glichkeiten 
 
Wie  bereits  in  Kapitel  2.3.2  erl￿utert,  unterliegen  unmodifizierte  Antisense-
Oligonucleotide  im  Blutserum  und  im  Cytosol  einem  raschen  enzymatischen  Verdau 
durch  Nucleasen.  Von  besonderer  Bedeutung  ist  in  diesem  Zusammenhang  die  3·-
Exonucleaseaktivit￿t.  Mit  Hilfe  von  chemisch  modifizierten  Oligonucleotiden  l￿sst  sich 
dieser Abbau verlangsamen bzw. sogar unterbinden. Abbildung 2.8 zeigt die m￿glichen 
Modifikationsstellen  in  Oligonucleotiden  die  zur  Verf￿gung  stehen.  Auf  die 
gebr￿uchlichste und effektivste Methode - die Modifikation des Phosphatr￿ckgrats - wird 
in Kapitel 3 n￿her eingegangen. 
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Abb. 2.8  Positionen f￿r die Modifikation von Oligonucleotiden 
 
Die Vorteile anderer Modifikationen liegen u.a. in der Erh￿hung der Affinit￿t zur RNA-
Zielsequenz  oder  der  besseren  zellul￿ren  Aufnahme.  Auf  dem  Gebiet  der 
Heterocyclenmodifikationen liegt die Limitierung darin, dass die Modifikation eine stabile 
Basenpaarung mit einer nat￿rlichen Nucleobase eingehen k￿nnen muss. Es sind in der 
Zwischenzeit einige Basenmodifikationen gefunden worden, die sich f￿r den Antisense-
Einsatz eignen (Herdewijn, 2000; Sanghvi, 1993). In diesem Zusammenhang seien u.a. 
das  5-Methyl-  und 5-Bromcytosin,  das 5-(1-Propinyl)-2·-desoxyuridin  (Froehler,  1992), 
das Pseudouridin, das Phenoxazin (Flanagan, 1999) und die 2,6-Diaminopurine erw￿hnt. 
All diese Modifikationen erh￿hen die Affinit￿t zur mRNA und aktivieren zum Teil auch die 
RNase  H.  Um  eine  Resistenz  gegen￿ber  Nucleasen  zu  erzielen  werden  zus￿tzlich 
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Eine deutliche Erh￿hung der Affinit￿t zu mRNA konnte auch durch den Einsatz von -
anomeren Oligonucleotiden erzielt werden (Debart, 1992; Morvan, 1991). Diese zeigen 
sich zudem resistent gegen￿ber Nucleasen und inhibieren die Translation in Zelllysaten. 
Eine Aktivierung der RNase H durch -anomere Oligonucleotide konnte nicht festgestellt 
werden.  
F￿r den Antisense-Einsatz zeigen auch Morpholino-, Peptid- (PNA) und Locked- (LNA) 
Nucleins￿uren  interessante  Eigenschaften  (Abb.  2.9).  Bei  LNA·s  und  Morpholinos 
handelt es sich um Zucker modifizierte Oligonucleotide w￿hrend bei PNA·s das gesamte 
Zucker-Phosphatr￿ckgrat durch eine Peptidkette ersetzt wird. Die LNA·s wurden 1998 
erstmals  von Wengel  und  Imanishi  synthetisiert  (Wengel,  1998;  Imanishi,  1998).  Die 
LNA·s  besitzen  eine  Methylenbr￿cke,  die  den  2·-Sauerstoff  der  Ribose  mit  dem  4·-
Kohlenstoff verbindet. Dies f￿hrt zu einer fixierten 3·-endo Konformation. Der Einsatz von 
￿Locked￿-Nucleotiden  f￿hrt  zu  einer  signifikanten  Tm-Wert-Erh￿hung  in  LNA/RNA-
Duplexen von 4-8￿C pro Modifikation im Vergleich zu nat￿rlichen DNA/RNA-Duplexen. 
 
O
Base O
O O
P
O
O O
O
Base
O O
O
N
Base O
P O O
O O
N
Base
NH
N
NH
O
O
Base
N
Base
O
Morpholino Locked-Nucleins￿ure (LNA) Peptid-Nucleins￿ure (PNA) 
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Ferner sind LNA-Oligonucleotide stabil gegen￿ber Nucleasen und in der Lage die RNase 
H  zu  aktivieren  (Leumann, 2002;  Braasch,  2001).  Bei  den  PNAs handelt  es  sich  um 
Oligonucleotide,  in  denen  das  Zucker-Phosphatr￿ckgrat  durch  ein  N-Aminoethylglycin 
Polyamid  ersetzt  ist.  Wie  auch  bei  den  LNAs  erh￿hen  die  PNAs  die  Affinit￿t  zum 
jeweiligen DNA- oder RNA-Strang deutlich und erweisen sich als sehr stabil gegen￿ber 
Nucleasen und Peptidasen. Die PNAs sind jedoch nicht in der Lage die RNase H zu 
aktivieren. Ferner ist die zellul￿re Aufnahme gering. Aus diesem Grund werden h￿ufig 2  Regulation der Genexpression  26
PNA-DNA-Chim￿re  als  Antisense-Oligonucleotide  eingesetzt  (Corey,  2002;  Larson, 
1999). Die Morpholino modifizierten Oligonucleotide sind nicht in der Lage die RNase H 
zu aktivieren (Summerton, 1999; Summerton, 1997). Aufgrund ihrer hohen Affinit￿t zur 
￿Ziel￿-RNA kommt es durch die Blockade des AUG-Startcodons jedoch zu einer sehr 
hohen Inhibierung der Genexpression, was bereits in einigen Modellorganismen wie dem 
Zebrafisch und der Maus gezeigt werden konnte (Heasman, 2002; Corey, 2001). 
Von den weiteren diversen Zuckermodifikationen seien hier die Hexapyranosylderivate 
(HNA)  (Hendrix,  1997)  und  die  2·-substituierten  Oligonucleotide  erw￿hnt.  Von  der 
letzteren  Verbindungsklasse  sind  die  2·-Fluor-2·-desoxyribonucleoside  (Kawasaki, 
1993), die 2·-O-Methylribonucleoside und die 2·-O-Allylribonucleoside von besonderem 
Interesse, da diese eine deutliche Stabilisierung der Duplexe hervorrufen (Freier, 1997). 
F￿r  genauere  Informationen  sei  auf  folgende  ￿bersichtsartikel  verwiesen  (Eckstein, 
2000;  Engels,  2000;  Gat  1998;  Bennet,  1998;  Crooke,  1996;  Agrawal,  1995;  De 
Mesmaeker, 1995; Uhlmann, 1990).  
 
 
2.3.4 Therapeutische Anwendungen 
 
Als  erstes  Antisense-Oligonucleotid  wurde  1998  Formivirsen
  als  Medikament 
zugelassen.  Das  vollmodifizierte  21mer  Phosphorthioat  hemmt  die  Vermehrung  des 
humanen  Cytomegalievirus  (CMV),  welches  bei  vielen  AIDS  Patienten  eine 
opportunistische  Infektion  des  Auges  verursacht  und  oft  zur  Erblindung  f￿hrt.  Zurzeit 
befinden  sich  noch  zahlreiche  Antisense-Oligonucleotide  gegen  verschiedene 
Krankheiten in der klinischen Pr￿fung am Menschen (Tab. 2.1). 
Bis  auf  wenige  Ausnahmen  handelt  es  sich  dabei  um  Phosphorthioate  der  ersten 
Generation.  Im  Falle  von  ￿Gem.92￿  und  ￿Gem.132￿  handelt  es  sich  um  chim￿re 
Antisense-Oligonucleotide der zweiten Generation aus Phosphorthioat und 2·-O-Methyl-
RNA  und  bei  ￿Resten-NG￿  um  ein  Morpholino-Oligonucleotid.  Die  Anwendung  von 
Oligonucleotiden  gegen  Krebskrankheiten  ist  zum  heutigen  Zeitpunkt  aufgrund  ihrer 
hohen  Spezifit￿t  im  Vergleich  zu  konventionellen  Chemotherapeutika  eindeutig 
favorisiert.  Zudem  ist  bei  diesem  Ansatz  mit  viel  geringeren  Nebenwirkungen  zu 
rechnen.  Die  klinische  Erprobung  von  Oligonucleotiden  ist  jedoch  zum  heutigen 
Zeitpunkt  noch  aufwendiger  als  die  niedermolekularer  Verbindungen.  Mit  gro￿en 
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befinden sich die Oligonucleotide ￿Affinitac￿ (gegen Protein-Kinase-C-) in Phase III und 
￿ISIS  5132￿  (gegen  raf-1-Kinase-mRNA)  in  Phase  II.  Weiterhin  befinden  sich 
Oligonucleotide  zur  Verhinderung  der  Restenose  nach  Ballondilatation  verengter 
Blutgef￿￿e  sowie  gegen  Asthma  in  der  Pr￿fung  am  Menschen.  Ebenfalls  bereits  in 
fortgeschrittener  klinischer  Pr￿fung  befindet  sich  ein  entz￿ndungshemmendes 
Antisense-Oligonucleotid  (￿Alicaforsen￿),  das  die  Expression  von  ICAM-1  (Intercellular 
Adhesion  Molecule-1)  unterdr￿ckt.  ICAM-1  soll  unter  anderem  die  Wanderung  von 
Leukozyten  aus  dem  Blutgef￿￿  in  das  umgebende  Gewebe  von  Entz￿ndungsherden 
stimulieren.  
 
Tab. 2.1  Auswahl  an  Antisense  Oligonucleotiden  in  klinischen  Studien  (Dove,  2002; 
Opalinska, 2002; Corey, 2002), *Ribozyme. 
Ziel-RNA  Produkt  Indikation  Status  Firma 
IE2  Formivirsen
  CMV-Retinitis  zugelassen  ISIS 
PKC-  Affinitac  Krebs- NSCLC, NHL  Phase III  ISIS 
Bcl-2  Genasense  Krebs  Phase III  Genta 
ICAM-1  Alicaforsen  Crohn·s Krankheit  Phase III  ISIS 
c-myc  Resten-NG  Restenose  Phase III  AVI BioPharm. 
Bcl-2  G3139  NHL  Phase II/III  ISIS 
A1 Rezeptor  EPI 2010  Asthma  Phase II  EpiGenesis 
c-myc  LR 3280  Restenose  Phase II  Lynx 
Antiviral  Isis 14803  Hepatitis C  Phase II  ISIS 
CMV  Gem.132  CMV-Retinitis  Phase II  Hydridon 
Antiviral  HGTV  AIDS  Phase II  Enzo Biochem 
ISIS 5132  C-Raf  Krebs  Phase II  ISIS 
ISIS 2503  H-ras  Krebs  Phase II  ISIS 
HIV  Gem.92  AIDS  Phase I  Hydridon 
VEGFR1*  Angiozyme  Krebs  Phase I/II  RPI 
Antiviral*  Heptazyme  Hepatitis C  Phase II  RPI 2  Regulation der Genexpression  28
Ein Antisense-Oligonucleotid gegen das Hepatitis C Virus befindet sich in der klinischen 
Phase II. Gegen dieses Virus kann man sich bislang weder immunisieren lassen noch 
steht eine effiziente Therapie zur Verf￿gung (siehe Kap. 4.1). Die Inhibierung der viralen 
RNA  des  Hepatitis  C  Virus  mit  lipophilen,  spezifischen  Antisense-Oligonucleotiden  ist 
u.a. Thema dieser Arbeit. 
Es ist zu erwarten, dass in den kommenden Jahren eine Reihe der heute in klinischer 
Pr￿fung  befindlichen  Antisense-Oligonucleotide  und  Ribozyme  eine  Zulassung  als 
Arzneimittel erhalten. 
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R￿ckgrat- 
modifikationen 
F￿r den Einsatz als Therapeutika haben sich vor allem R￿ckgrat modifizierte Antisense-
Oligonucleotide etabliert. Die chemische Ver￿nderung der Phosphordiesterbr￿cke stellt 
die einfachste Methode dar eine Resistenz gegen￿ber Nucleasen zu erzielen. Ferner 
lassen sich noch andere wichtige Antisense-Eigenschaften wie die Bindungsaffinit￿t zur 
￿Ziel￿-RNA  und  die  zellul￿re  Aufnahme  durch  diese  Modifikationen  verbessern. 
Abbildung  3.1  gibt  einen  ￿berblick  ￿ber  die  diversen  M￿glichkeiten  das 
Phosphatr￿ckgrat zu modifizieren. Bei der Variante 1 wird ein nicht bindender Sauerstoff 
durch einen polaren oder unpolaren Substituenten ersetzt.  
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Abb. 3.1  M￿glichkeiten der R￿ckgratmodifikation 
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Alle w￿hrend dieser Arbeit synthetisierten Modifikationen beruhen auf dieser M￿glichkeit. 
Die  wichtigsten  schon  publizierten  Modifikationen  werden  in  den  folgenden  Kapiteln 
n￿her  erl￿utert.  F￿r  die  Varianten  2  (z.B.  Phosphordithioate),  3  (z.B.  3·-
Methylenphosphordithioate)  und  4  (z.B.  Amid-,  Carboxyl-,  Carbamat-  und  Peptid-
Nucleins￿uren) sei auf die ￿bersichtsartikel verwiesen (Micklefield, 2001; Freier, 1997; 
De Maesmaeker, 1995; Uhlmann, 1990). 
 
 
 
3.1 Konfiguration der R￿ckgrat-Modifikation 
 
 
Durch  den  Ersatz  eines  nichtbindenden  Sauerstoffs  am  Phosphatr￿ckgrat  durch  eine 
andere  Gruppe  ergeben  sich  jeweils  zwei  Diastereoisomere.  Ein  Oligonucleotid  mit  n 
modifizierten Phosphordiestereinheiten besteht somit aus 2
n Diastereoisomeren. Bei der 
automatisierten  Festphasensynthese  (Amiditmethode)  entstehen  die  Isomerenpaare 
jeweils  etwa  im  Verh￿ltnis  1:1.  In  Abbildung  3.2  sind  einige  Modifikationen  mit  den 
entsprechenden absoluten Konfigurationen dargestellt.  
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Abb. 3.2  Zuordnung  der  absoluten  Konfiguration  (Rp  bzw.  Sp)  R￿ckgrat  modifizierter 
  Oligonucleotide (CIP-Nomenklatur) 
 
Der  Substituent  befindet  sich  entweder  in  der  pseudo￿quatorialen  oder  in  der 
pseudoaxialen  Position.  Je  nach  Substituent  ergeben  sich  durch  die  verschiedenen 
Priorit￿ten  nach  der  CIP-Nomenklatur  unterschiedliche  absolute  Konfigurationen  (Sp 
oder  Rp).  So  befindet  sich  bei  den  Thioaten  das  Sp-konfigurierte  Isomer  in  der 
pseudo￿quatorialen Position und das Rp-konfigurierte in der pseudoaxialen. Im Falle der 
Methyl-  und  Benzylphosphonate  wechselt  die  absolute  Konfiguration  aufgrund  der 
niedrigeren Priorit￿t dieser Gruppen gegen￿ber Sauerstoff und Schwefel (Abb. 3.2). Die 
Diastereoisomeren unterscheiden sich in Eigenschaften wie ihrem Verhalten gegen￿ber 
Enzymen  sowie  der  Hybridisierung  an  DNA-  oder  RNA-Gegenstr￿nge  signifikant. 
Welche der beiden Konfigurationen dabei eine h￿here Bindungsaffinit￿t aufweist variiert 
von Modifikation zu Modifikation. Im Falle von Phosphorthioaten, Methylphosphonaten, 
Octylphosphonaten und Benzylphosphonaten zeigen die Duplexe mit Rp-konfigurierten 3  R￿ckgratmodifikationen  32
Modifikationen  h￿here  Schmelztemperaturen  als  die  mit  Sp-konfigurierten 
Modifikationen.  Bei  den  Phenylphosphonaten  wechselt  hingegen  die 
Stabilit￿tsreihenfolge. In der Regel k￿nnen bei einfach modifizierten Oligonucleotiden die 
Isomeren mittels RP-HPLC getrennt werden. Bei h￿heren Modifikationsgraden werden 
die  Diastereoisomerengemische  eingesetzt.  Die  chemische  Synthese  isomerenreiner 
Oligonucleotide ist bis zum heutigen Tage nur unter erheblichem Aufwand m￿glich. 
 
 
 
3.2 Phosphorthioate 
 
 
Phosphorthioat modifizierte Oligonucleotide wurden erstmals 1969 dargestellt (DeClercq, 
1970; Eckstein, 1983). Formal erh￿lt man Phosphorthioate durch Substitution eines nicht 
verbr￿ckenden  Sauerstoffatoms  der  Phosphordiestergruppe  durch  ein  Schwefelatom. 
Die  negative  Ladung  am  Phosphatr￿ckgrat  bleibt  dadurch  erhalten,  so  dass 
Phosphorthioate ￿hnliche Eigenschaften wie ihr unmodifiziertes Pendant aufweisen. Die 
Darstellung der Phosphorthioate verl￿uft v￿llig analog zur Festphasensynthese nach der 
Amiditmethode  (Abb.  1.4).  Lediglich  der  Oxidationsschnitt  wird  durch  eine 
Beschwefelung  ersetzt.  Die  anf￿ngliche  Beschwefelung  mittels  S8  wurde  rasch  durch 
das  Beaucages  Reagenz  (3-H-1,2-Benzodithiol-3-on-1,1-dioxid)  (Iyer,  1990)  oder 
Tetraethylthiuramdisulfid (Vu, 1991) ersetzt. Durch einen Wechsel zwischen Oxidation 
und  Beschwefelung  lassen  sich  auch  problemlos  teilmodifizierte  Oligonucleotide 
herstellen. Phosphorthioate sind stabil gegen Nucleasen. Sowohl im Serum als auch in 
Zellkulturen erh￿ht sich die Halbwertszeit auf 12 bis 24 Stunden (Schlingensiepen, 1997; 
Crooke, 1996). Allerdings f￿hrt schon der Einbau einer Phosphordiester-Einheit zu einer 
signifikanten  Verringerung  der  Serumstabilit￿t.  Einen  entscheidenden  Einfluss  auf  die 
Eigenschaften  hat  die  absolute  Konfiguration  der  Modifikation.  Sp-konfigurierte 
Phosphorthioate werden spezifisch von den Nucleasen S1 und P1 hydrolysiert, w￿hrend 
Rp-konfigurierte  Thioate  von  der  Schlangengift-Phosphordiesterase  gespalten  werden 
(Engels,  2000;  Koziolkiewicz,  1997).  Zudem  zeigen  rein  Rp-konfigurierte 
Phosphorthioate h￿here Schmelzwerte als Isomerengemische (Koziolkiewicz, 1995) und 
diese wiederum h￿here Tm-Werte als die vollst￿ndig Sp-konfigurierten Thioate. Rein Rp-
Phosphorthioate sind au￿erdem in der Lage die RNase H st￿rker zu aktivieren. Diese 3  R￿ckgratmodifikationen  33
Eigenschaften  machen  die  Synthese  diastereoisomerenreiner  Oligonucleotide 
erstrebenswert. Die Methoden zur Synthese von isomerenreinen Phosphorthioaten an 
der  festen  Phase  sind  bislang  nicht  befriedigend  (Lebedev,  1996;  Stec,  1994).  Ein 
weiterer Vorteil der Phosphorthioate gegen￿ber vielen anderen Modifikationen ist ihre 
Eigenschaft die RNase H zu aktivieren. Allerdings besitzen Phosphorthioate auch einige 
unerw￿nschte Eigenschaften, welche die Entwicklung neuer Strategien zur Modifikation 
von  Antisense-Oligonucleotiden  notwendig  machten.  Phosphorthioate  tendieren  z.B. 
dazu,  unerw￿nschte,  nicht  spezifische  Wechselwirkungen  mit  Proteinen  einzugehen. 
H￿ufig  wird  auch  eine  sequenzabh￿ngige  Bindung  an  Zelloberfl￿chenproteine 
beobachtet, die zur Vort￿uschung oder ￿bert￿nung der gew￿nschten Antisense-Effekte 
f￿hrt. 
 
 
 
3.3 Methyl-, Phenyl-, Benzyl- und Octylphosphonate 
 
 
Bei diesen Modifikationen wird ein nicht bindender Sauerstoff des Phosphatr￿ckgrates 
durch eine Alkyl-, Aryl,- bzw. Arylalkylgruppe ersetzt. Durch die Substitution verliert das 
Oligonucleotid jeweils eine negative Ladung und somit einen Teil seines polyanionischen 
Charakters.  Aufgrund  dessen  erh￿ht  sich  je  nach  Modifikationsart  die  Lipophilie  der 
Oligonucleotide  deutlich.  Dadurch verm￿gen  diese  Oligonucleotide  leichter  passiv  die 
Zellmembran zu penetrieren. Die absolute Konfiguration der Modifikation hat bei diesen 
Modifikationen  einen  st￿rkeren  Einfluss  auf  die  Eigenschaften  als  dies  bei 
Phosphorthioaten der Fall ist. Im Rahmen dieser Verbindungsklasse wurden als erstes 
die Methylphosphonate im Jahre 1979 synthetisiert (Agarwal, 1979; Miller, 1979). Heute 
haben  diese  Synthesewege,  die  auf  der  Kopplung  von  gesch￿tzten  Nucleosiden  mit 
Derivaten  der  Methylphosphons￿ure  beruhen,  praktisch  keine  Bedeutung  mehr. 
Durchgesetzt hat sich der Einsatz der reaktiveren, dreiwertigen Phosphorverbindungen. 
Der Reaktionsweg, der zu den entsprechenden Phosphorylierungsreagenzien f￿hrt, ist in 
Abbildung 3.3 dargestellt.  
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Abb. 3.3  Synthese alkyl- und arylalkylmodifizierter Phosphorylierungsreagenzien 
 
Prinzipiell  haben  sich  zwei  M￿glichkeiten  f￿r  die  Synthese  alkyl-  und 
arylalkylmodifizierter  Oligonucleotide  durchgesetzt.  Die  erste  beruht  auf  einer 
Eintopfreaktion,  indem  ein  gesch￿tztes  Nucleosid  mit  Dichloralkyl-  bzw. 
Arylalkylphosphin  bei  tiefen  Temperaturen  umgesetzt  wird  (Abb.  3.4).  Nach  einigen 
Minuten wird dann das zweite gesch￿tzte Nucleosid zugegeben (Engels, 1982a; Engels 
1982b;  Samstag,  1992;  Schweitzer,  1999).  Nach  der  Oxidation  des  dreiwertigen 
Phosphors lassen sich die erhaltenen Diastereoisomeren gut trennen. 
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Abb. 3.4  Eintopfreaktion  f￿r  die  Synthese  von  alkyl-  und  arylalkylmodifizierten 
  Oligonucleotid-Dimeren 
 
Interessant ist hierbei, dass die bevorzugte Bildung des Rp-Isomers beobachtet  wird. 
Der Einbau dieser diastereoisomerenreinen Dimere in l￿ngere Oligonucleotide ist mittels 
der  Festphasensynthese  m￿glich.  Dazu  wird  selektiv  die  Schutzgruppe  an  der  3·-
Position entfernt und die freie OH-Gruppe mit dem Standardphosphorylierungsreagenz 
umgesetzt. 
Die zweite, heutzutage am h￿ufigsten verwendete Methode ist die direkte Darstellung 
modifizierter  Phosphoramidite  f￿r  die  Festphasensynthese  (Abb.  3.5).  Dabei  wird  ein 
gesch￿tztes  Nucleosid  mit  dem  modifizierten  Phosphorylierungsreagenz  umgesetzt 
(Agrawal,  1987;  L￿schner,  1988;  Lehmann, 2000). Die  erhaltenen  Verbindungen  sind 
stabil und k￿nnen chromatographisch aufgereinigt werden. Bei der Festphasensynthese 3  R￿ckgratmodifikationen  35
erh￿lt  man  jedoch  ein  Gemisch  aus  Sp-  und Rp-konfigurierten  Diastereoisomeren  im 
Verh￿ltnis 1:1. 
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Abb. 3.5  Synthese  von  Alkyl-  und  Arylalkylphosphoramiditen  f￿r  die  automatisierte 
  Oligonucleotid-Festphasensynthese 
 
Aufgrund ihrer sehr guten Nucleasestabilit￿t wurden Methylphosphonate bereits fr￿h als 
Nucleins￿ureanaloga f￿r das Antisense-Konzept untersucht. Ein entscheidender Nachteil 
dieser Verbindungen ist jedoch die fehlende Aktivierung der RNase H, so dass der RNA-
Strang  in  RNA/DNA-Duplexen von  diesem  Enzym  nicht  geschnitten  wird.  Durch  eine 
Teilmodifizierung kann dieser Mangel eingeschr￿nkt werden. Methylmodifikationen die 
Rp-konfiguriert  sind,  weisen  h￿here  Tm-Werte  auf  als  die  mit  Sp-Konfiguration 
(Schweitzer,  1999;  Reynolds,  1996).  Die  Schmelztemperaturen  der  Duplexe  liegen 
jedoch  in  beiden  F￿llen  unter  denen  des  unmodifizierten  Mutterstranges.  F￿r  Rp-
modifizierte  Oligonucleotide  konnte  zudem eine  intensivere  Basenstapelung gefunden 
werden.  In  L￿sung  ist  die  Konformation  der  beiden  Dimere  nach  wie  vor  einer  DNA 
￿hnlich (Schweitzer, 1999; Lebedev, 1993).  
Octylphosphonate (Mag, 1996) wie auch Difluormethylphosphonate (Bergstrom, 1988) 
zeigen ￿hnliche Eigenschaften wie die  Methylphosphonate. Auch hier weisen die Rp-
modifizierten Oligonucleotide h￿here Tm-Werte auf als die mit Sp-Konfiguration. Diese 
Tatsache ￿ndert sich bei den Phenylphosphonaten. Bei diesen ist das Sp-konfigurierte 
Isomer  stabiler  als  das  Rp-konfigurierte  (Mag,  1997;  Hayakawa,  1995).  Diese 
Modifikationstypen spielen jedoch f￿r die Antisense-Anwendung keine Rolle.  
Benzylphosphonate zeichnen sich gegen￿ber Methylphosphonaten durch eine deutliche 
Erh￿hung  ihrer  Lipophilie  aus.  Diese  Eigenschaft  kann  einen  Einfluss  auf  die 
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Doppelte. Sie sind zudem in der Lage die RNase H in gewissem Masse zu aktivieren. 
Benzylphosphonate hybridisieren mit der komplement￿ren RNA bzw. DNA st￿rker als die 
analogen Methylphosphonate. Auch hier sind die Rp-konfigurierten Isomere stabiler als 
die Sp-konfigurierten und stabiler als das unmodifizierte Analogon. Benzylphosphonate 
werden zudem bereits in vitro und in vivo gegen das Enten-Hepatitis B Virus (Samstag, 
1996)  und  gegen  das  Hepatitis  C  Virus  getestet.  Auf  letzteres  wird  in  Kap.  4  n￿her 
eingegangen. 
 
 
 
3.4 Interkalation / ￿Dangling-End￿-Effekt 
 
 
Oligonucleotide k￿nnen mit einer Vielzahl von funktionellen Molek￿len an ihrem 3·- oder 
5·-Ende  oder auch  an  anderen  Stellen  des  Nucleins￿ure-Stranges  kovalent verkn￿pft 
werden. Generell l￿sst sich durch 3·- oder 5·-Oligonucleotid-Konjugate die Exonuclease-
stabilit￿t  erh￿hen.  Dies  ist  aber  zumeist  nur  ein  attraktiver  Nebeneffekt,  da  die 
Modifikationen andere Eigenschaften vermitteln sollen. Durch die kovalente Ankn￿pfung 
von  aromatischen  Systemen  ￿ber  einen  Linker  an  die  Enden  des  Oligonucleotid-
Stranges kann die Stabilit￿t von Oligonucleotid-Duplexen deutlich erh￿ht werden. Eine 
Stabilisierung von 5 bis 10￿C pro Modifikation kann erzielt werden, wobei 5·-modifizierte 
Str￿nge in der Regel stabiler sind als 3·-modifizierte. Auch ist die L￿nge des Linkers, der 
das aromatische Ringsystem mit dem 5·-Ende verbindet, von entscheidender Bedeutung 
f￿r die Effizienz der Stabilisierung.  
 
Die  Stabilisierung  kommt  ￿ber  einen  sogenannten  ￿Dangling-End￿-Effekt  zustande. 
Dabei  kommt  es  zu  einer  starken  --Wechselwirkung  zwischen  der  ￿berh￿ngenden 
funktionellen  Gruppe  und  der  letzten  Nucleobase  des  Oligonucleotids.  Die  ersten 
Untersuchungen wurden von HØlŁne mit Acridinderivaten unternommen (HØlŁne, 1989; 
HØlŁne,  1985).  Des  weiteren  wurden  von  Kool  umfangreiche  Studien  mit  unpolaren 
Heterocyclen-Analogons  als  ￿berh￿nge  durchgef￿hrt  (Kool,  1997;  Guckian,  1996). 
Dabei konnte er eine signifikante Erh￿hung der Duplexstabilit￿t erzielen. In Abb. 3.6 ist 
schematisch  die  Ausbildung  eines  ￿Dangling-End￿-Effektes  mit  einem  ￿berh￿ngenden 
Nucleosid-Analogon dargestellt. 3  R￿ckgratmodifikationen  37
 
 
Abb. 3.6  Schematische  Darstellung  des  ￿Dangling-End-Effektes￿  anhand  eines 
  selbstkomplement￿ren Hexamer-Duplex mit einem 5·-￿berh￿ngenden Nucleosid. Es 
  ist der denaturierte und renaturierte Zustand gezeigt. 
 
Auch  durch  Einf￿hren  von  Interkalator-Molek￿len  in  der  Mitte  eines  Oligonucleotid-
Duplexes  konnte  eine  deutliche  Steigerung  der  Duplexstabilit￿t  erreicht  werden.  Die 
Anbindung  erfolgt  ebenfalls  ￿ber  einen  Linker  der  meistens  ￿ber  eine  Aminofunktion 
oder ￿ber einen Ester an das Phosphatr￿ckgrat gebunden ist (Asseline, 1997; Asseline, 
1996; Privat, 2001). Die Gr￿nde f￿r die Stabilisierung liegen wiederum in der Erh￿hung 
der --Wechselwirkung des Interkalators mit den Nucleobasen oder in der Bindung an 
das  Phosphatr￿ckgrat  in  der  Helixfurche  (engl.:  groove  binding).  Um  die  St￿rke  der 
Interaktion  zwischen  dem  Oligonucleotid  und  dem  Liganden  vorherzusagen,  wurden 
zahlreiche Modelle aufgestellt und ab initio Kalkulationen durchgef￿hrt (Friedman, 1992; 
Hunter, 1990; Hopfinger, 1995).  
Aus  der  Vielzahl  der  synthetisierten  Interkalatoren  seien  in  diesem  Zusammenhang 
Anthracen- (Casale, 1990), Phenazin- (Ossipov, 1998), Pyren- (Puri, 1997; Zamaratski, 
1998),  Acridin-  (Fukui,  1996),  und  Daunomycinderivate  (Dikalov,  1991)  erw￿hnt.  Ein 
Hindernis f￿r die Einsetzbarkeit dieser Verbindungen ist die S￿ure- bzw. Basenlabilit￿t 
der  sich  ausbildenden  Phosphoramide  bzw.  Phosphortriester.  Die  Anbindung  der 
Interkalator-Linker-Gruppe ￿ber eine P-C-Bindung ist eine M￿glichkeit dieses Problem zu 
umgehen. 
 
￿berh￿ngendes 
Nucleosid 
￿berh￿ngendes 
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Hepatitis C Virus 
4.1 Pr￿valenz, ￿bertragung, Genotypen, Therapie 
 
 
Das  Hepatitis  C  Virus  (HCV)  geh￿rt  zur  Gruppe  der  Flaviviren,  der  u.a.  auch  das 
Gelbfiebervirus  zugeschrieben  wird.  Mit  seiner  erfolgreichen  Klonierung 1989  war  die 
langj￿hrige  Suche  nach  dem  Erreger  der  parenteral  ￿bertragenen  ￿Non-A-Non-B￿- 
Hepatitis beendet (Choo, 1989). Weltweit sind sch￿tzungsweise 170 Millionen Menschen 
mit  dem  Virus  infiziert.  Allein  in  Europa  sind es  4  Millionen.  In  Deutschland  sind  ca. 
800.000  Bundesb￿rger  betroffen,  das  entspricht  etwa  1%  der  Bev￿lkerung  (Cohen, 
1999). Die Weltkarte (Abb. 4.1) gibt einen ￿berblick ￿ber die HCV-Pr￿valenz im Jahre 
2000.  Vom  Hepatitis  C  Virus  sind  bisher  6  verschiedene  Genotypen  und  circa  30 
Subtypen  bekannt.  Die  Genotypen  kommen  in  verschiedenen  Regionen  der  Welt 
unterschiedlich h￿ufig vor. Die HCV-Genotypen 1 und 2 treten weltweit auf, w￿hrend der 
Typ 3 bisher nur in Europa, Nordamerika, Thailand und Indien gefunden wurde. Genotyp 
4 wird h￿ufig im Mittleren Osten, die Genotypen 5 und 6 vorwiegend in S￿dafrika und 
Hongkong diagnostiziert. In Deutschland findet man vorwiegend die Genotypen 1b (51%) 
sowie 1a (23%). 4  Hepatitis C Virus  40
 
Abb. 4.1  Hepatitis C Virus Pr￿valenz 2000 (WHO, 2000)  
 
 
Der Virus wird durch infiziertes Blut ￿bertragen. 
Da  die  Gefahr  der  ￿bertragung  durch 
Blutkonserven  und  Plasmaprodukte  seit  1990 
deutlich  verringert  werden  konnte,  spielen 
heute  andere  Blut￿bertragungswege  eine 
wichtige  Rolle.  Gef￿hrdete  Personengruppen 
sind  Zahn￿rzte,  medizinisches  Personal, 
Reinigungspersonal  und  in  gr￿￿tem  Ma￿e 
Drogenabh￿ngige  (Abb.  4.2).  Eine  Infizierung 
durch Geschlechtsverkehr ist im Vergleich zum 
HIV  deutlich  seltener.  Die  Gefahr  der 
￿bertragung von der Mutter auf ihr Kind ist mit 
ca.  6%  relativ  gering  (Cohen,  1999;  Di 
Bisceglie, 2000). Der medizinischen Diagnose 
einer  HCV-Infektion  dienen  serologische 
Assays  sowie  der  Nachweis  von  Antik￿rpern 
Abb. 4.2  ￿bertragungswege  des  HCV 
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oder  viraler  HCV-RNA.  F￿r  die  eindeutige  Typisierung  des  Virus  und  der  damit 
verbundenen  Therapie  ist  eine  Kombination  der  Methoden  erforderlich.  Der 
Krankheitsverlauf nach einer HCV Infektion kann sehr unterschiedlich sein. Die HCV-
RNA  kann  schon  recht  bald  nach  einer  Infektion  detektiert  werden.  Sechs  bis  acht 
Wochen nach der Infektion steigt der Spiegel der Alaninaminotransferase stark an und 
es kommt in 30% der F￿lle zur Gelbsucht (Conry-Cantelina, 1997). Ungef￿hr 20% der 
Infizierten eliminieren das Virus nach der Infektion. Bei den verbleibenden 80% kommt 
es zu einem chronischen Krankheitsverlauf. Bei 20-30% der chronisch Kranken kommt 
es zu einer Leberzirrhose, die sich bei 5% der chronisch Infizierten innerhalb von 2-6 
Jahren zu einem hepatozellul￿ren Karzinom ausweitet.  
Eine  spezifische  Therapie  gegen  Hepatitis  C  ist  bislang  nicht  verf￿gbar.  Die 
medikament￿se  Behandlung  verl￿uft  zurzeit  ￿ber  eine  Kombinationstherapie  aus 
pegyliertem  Interferon-  (PEG-INF-)  und  Ribavirin  (Kashara,  2000).  Interferone  sind 
antiviral wirkende Cytokine, die durch eine virale Infektion induziert werden. Bei Ribavirin 
(1--D-Ribofuranosyl-1,2,4-triazol-3-carboxamid)  handelt  es  sich  um  ein  Nucleosid-
Analoga das alleine verabreicht keine Wirkung gegen HCV zeigt, obwohl es zahlreiche 
andere Viren hemmt. Die Standardtherapie erfordert zweimal w￿chentlich die subkutane 
Applikation  von  2  bis  4  Millionen  Einheiten  pegyliertem  Interferon-  (abh￿ngig  von 
Genotyp/Subtyp) ￿ber sechs bis zw￿lf Monate (Pockros, 2002; IdØo, 2002). Zus￿tzlich 
wird Ribavirin oral verabreicht. Etwa 50% der chronisch HCV-Infizierten sind nach einem 
halben Jahr virenfrei. Entscheidend f￿r den Erfolg sind Alter, Geschlecht, Alkoholkonsum 
und der Genotyp. Die gr￿￿ten Erfolgschancen hat eine junge, relativ frisch infizierte Frau 
mit  den  Genotypen  2  oder  3.  Der  in  Deutschland  h￿ufig  anzutreffende  Genotyp  1b 
spricht hingegen sehr schlecht auf die Kombinationstherapie an. Die Behandlung bringt 
zudem  starke  Nebenwirkungen  mit  sich.  Unmittelbar  nach der  Injektion  kommt  es  zu 
hohem  Fieber  und  die  geistige  und  k￿rperliche  Leistungsf￿higkeit  ist  ￿ber  den 
Behandlungszeitraum deutlich herabgesetzt. Zudem treten h￿ufig starke Depressionen 
bei den Patienten auf. 
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4.2 Struktur des Hepatitis C Virus 
 
 
Der  Hepatitis  C  Virus  geh￿rt  zur  Gruppe  der  Flaviviren.  Sein  Genom  besteht  aus 
einzelstr￿ngiger-(+)-Strang  RNA  mit  etwa  9500  Nucleotiden  (Abb.  4.3).  Die  Sequenz 
enth￿lt einen einzigen offenen Leserahmen (ORF, engl.: open reading frame), der sich 
￿ber das gesamte Genom erstreckt. Der translatierte Polyprotein-Precursor aus 3010 bis 
3033  Aminos￿uren  wird  durch  zellul￿re  Proteasen  in  seine  funktionellen  Einheiten 
gespalten. Das HCV Genom l￿sst sich in Struktur- und Nicht-Strukturproteine unterteilen. 
 
 
Abb. 4.3  Schematischer Aufbau des RNA-Genoms des Hepatitis C Virus 
 
Im Falle des multifunktionalen Nicht-Struktur-Proteins NS5 handelt es sich um eine RNA-
abh￿ngige  RNA-Polymerase,  die  f￿r  die  Replikation  des  Genoms  zust￿ndig  ist 
(Rosenberg, 2001). Das NS3-Protein ￿bt die Funktion einer Serin-Protease aus und ist 
f￿r die Spaltung des Protein-Precursors an den Stellen NS2/NS3, NS4a-NS4b, NS4b-
NS5a und NS5a-NS5b verantwortlich. Das Core-, das E1- und das NS2-Protein sind die 
drei strukturgebenden Proteine des HCV, wobei die letzteren stark glykosyliert vorliegen. 
Am 5·-Ende des Genoms befindet sich  wie am 3·-Ende eine nichtcodierende Region 
(NCR,  engl.:  non  coding  region).  Die  5·-NCR  besitzt  eine  L￿nge  von  324  bis  341 
Nucleotiden,  ist  hoch  konserviert  und  weist  die  niedrigste  Genomvariabilit￿t  auf.  Die 
HCV-Subtypen 1a, 1b und 1c besitzen nahezu identische 5·-NCRs. Die 5·-NCR dient 
dem  Virus  als  interne,  ribosomale  Angriffsstelle  (IRES,  engl.:  internal  ribosomal entry 
site) f￿r die Synthese des Polyprotein-Precursors (Melcher, 2003; Wang, 1995a; Wang, 
Core E1 E2 p7 NS2 NS3 NS4a/b NS5a/b 5·-NCR 3·-NCR
NS2/3 Protease NS3/4a/4b Serin Protease IRES
ca. 9500 Nucleotide (NT)
341 NT
Struktur-Proteine
Nicht-Struktur-Proteine
Core E1 E2 p7 NS2 NS3 NS4a/b NS5a/b 5·-NCR 3·-NCR
NS2/3 Protease NS3/4a/4b Serin Protease IRES
ca. 9500 Nucleotide (NT)
341 NT
Struktur-Proteine
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1995b).  Es  wurden  zahlreiche  Sekund￿rstrukturmodelle  erstellt,  bei  denen  ersichtlich 
wurde, dass ein RNA-Pseudoknoten ein wichtiges Strukturelement f￿r die Funktion der 
IRES ist (Wang, 1995b). Ferner zeigen sich einige Nucleotide stromabw￿rts des AUG-
Startcodons f￿r die interne Initiierung der Translation erforderlich (Honda, 1999; Honda, 
1996).  
 
 
Abb. 4.4  Sekund￿r-  und  Terti￿rstruktur  der  vollst￿ndigen  5·-nichtcodierenden  Region  des 
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Das Sekund￿rstrukturmodell von Honda diente w￿hrend dieser Arbeit als Strukturvorlage 
(Abb. 4.4). Das Modell ist gekennzeichnet durch die Ausbildung von vier stark gefalteten 
Dom￿nen (Tuplin, 2002). Die in dieser Arbeit synthetisierten Antisense-Oligonucleotide 
wurden gegen die Dom￿ne IV, die das Startcodon beinhaltet, gerichtet und werden in 
Kapitel 10.1 noch genauer besprochen. 
 
 
 
4.3 Antisense-Strategien gegen HCV 
 
 
Es  gibt  inzwischen  zahlreiche  Entwicklungsans￿tze,  um  den  Hepatitis  C  Virus  zu 
bek￿mpfen. Die Medikamente befinden sich bereits in klinischen Studien. Dazu geh￿ren 
alternative Interferone (￿Albuferon￿, ￿Omega Interferon￿), Nucleosidanaloga (￿Levovirin￿, 
￿Viramidine￿), IMPDH-Inhibitoren (￿VX-497￿), NS3 Protease- sowie Helicase Inhibitoren, 
intrazellul￿re Antik￿rper und Ribozyme (￿Heptazyme￿) (McHutchinson, 2002). Aufgrund 
des hohen Konservierungsgrads und der Funktionalit￿t als IRES bietet die 5·-NCR die 
optimalen  Voraussetzungen  die  Translation  der  viralen  Proteine  mit  Antisense-
Oligonucleotiden spezifisch zu inhibieren. In vielen bislang ver￿ffentlichten Studien sind 
die  Antisense-Oligonucleotide  gegen  diese  Region  oder  den  Anfang  des  sich 
anschlie￿enden  Core-Gens  gerichtet  (siehe  Abb  4.3).  In  einigen  Untersuchungen 
wurden  die  Antisense-Oligonucleotide  auch  gegen  die  NS3-Protease/Helicase-Region 
gerichtet  (Heintges,  2000).  Die  umfangreichsten  Studien  wurden  bei  der  Firma  ISIS 
Pharmaceuticals  durchgef￿hrt.  Die  komplette  5·-NCR  sowie  der  Beginn  der  Core- 
Region  wurde  mit  20mer  Vollthioaten  untersucht,  die  um  je  zehn  Nucleotide  in  der 
Zielsequenz  verschoben  waren  (Hanecak,  1996).  Die  Regionen  mit  der  effektivsten 
Inhibierung wurden in Schritten von zwei Nucleotiden wiederum mit 20mer Vollthioaten 
detaillierter  analysiert.  Zum  Schluss  der  Untersuchung  wurde  das  geeignetste  20mer 
noch  in  der  L￿nge  variiert.  Zudem  wurden  die  Studien  mit  2·-O-methoxyethyl- 
modifizierten  Oligonucleotiden  durchgef￿hrt  (Brown-Driver,  1999).  Die  erhaltenen 
Ergebnisse  waren  dabei  im  Bereich  der  HCV-Sequenz  335  bis  379  mit  den  voll-
modifizierten Phosphorthioaten vergleichbar. Mit der Substanz ISIS 14803 befindet sich 
bereits ein Antisense-Oligonucleotid in der klinischen Phase II. Die Zielsequenz befindet 
sich bei den Nucleotiden 330 bis 349 des HCV-Genoms (Witherell, 2001). Es wird ein 4  Hepatitis C Virus  45
20mer Vollthioat eingesetzt, in dem alle Cytidine durch 5-Methylcytidin ersetzt sind. Dies 
hat zur Folge, dass die Bindungsaffinit￿t erh￿ht wird und die RNase H Aktivit￿t erhalten 
bleibt (Zhang, 1999). 
In  Zusammenarbeit  mit  der  Arbeitsgruppe  von  Prof.  Caselmann  (fr￿her  Klinikum 
Gro￿hadern,  heute  Universit￿tsklinikum  Bonn)  gelang  es  ein  weiteres  potentes 
Antisense-Oligonucleotid gegen Hepatitis C Virus-RNA zu entwickeln. Das urspr￿nglich 
gefundene 23mer Vollthioat, dass gegen die Nucleotide 326 bis 348 des HCV-Genoms 
gerichtet war, konnte in weiterf￿hrenden Untersuchungen optimiert werden (Alt, 1995). 
Es wurden sehr effektiv wirkende, terminal modifizierte 17mer Oligonucleotide gefunden. 
Dabei  wurden  am  3·-  und  5·-Ende  je  drei  Phosphordiesterbindungen  als  Phosphor-
thioate, Methyl- oder Benzylphosphonate modifiziert (Lehmann, 2001; Caselmann, 2000; 
Alt, 1999; Caselmann, 1997; Eisenhardt, 1996). Mit dieser Strategie konnte die Lipophilie 
der Antisense-Oligonucleotide erh￿ht und die RNase H Aktivit￿t aufgrund der Abfolge 
von 11 nat￿rlichen  Phosphordiester-Bindungen  erhalten  werden.  Auch  wurden  an  die 
modifizierten  17mer  Oligonucleotide  Gallens￿uren  gekuppelt,  um  die  Zellaufnahme  in 
Leberzellen  zu  erh￿hen  (Lehmann,  2001b;  Lehmann,  2001c).  Eine  genauere 
Betrachtung der bereits erzielten Resultate ist in Kap. 10.1 wiedergegeben. 
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Aufgabenstellung 
Ziel  dieser  Arbeit  war  es  neue,  lipophile,  arylalkylmodifizierte  Oligonucleotide  zu 
synthetisieren,  die  Auswirkung  der  absoluten  Konfiguration  der  Modifikationen  in 
Doppelstr￿ngen zu untersuchen und ihre Anwendbarkeit als Antisense-Oligonucleotide 
gegen  den  Hepatitis  C  Virus  zu  testen.  Aufbauend  auf  Arbeiten  zur  Synthese  von 
Benzyl-R￿ckgrat  modifizierten  Oligonucleotiden  sollten  lipophilere,  sterisch 
anspruchsvollere Modifikationen eingef￿hrt werden. Die Benzylphosphonate zeigten im 
Rahmen  fr￿herer  Arbeiten  sehr  interessante,  positive  Eigenschaften  hinsichtlich  ihres 
stabilisierenden  Einflusses  auf  DNA-Duplexe.  Dieser  Effekt  h￿ngt  sehr  stark  von  der 
absoluten Konfiguration der Modifikation am Phosphatr￿ckgrat ab (Abb. 5.1). Durch die 
gezielten  Ver￿nderungen  des  Phosphatr￿ckgrates  ￿  ausgehend  von  der  Benzyl-
modifikation ￿ sollte die neue Substanzklasse der Arylalkyl-R￿ckgrat modifizierten Oligo-
nucleotide systematisch untersucht werden. 
Als erstes sollte getestet werden inwiefern eine Verl￿ngerung der Alkylkettenl￿nge die 
Eigenschaften  der  resultierenden  Oligonucleotide  beeinflusst.  Ferner  sollte  untersucht 
werden,  welchen  Einfluss  die  Gr￿￿e  des  aromatischen  Systems  (Phenyl,  Naphthyl, 
Anthracenyl) und heteroatomare Aromaten (Acridin, Phenazin) aus￿ben. Zudem sollten 5  Aufgabenstellung  48
R￿ckgratmodifikationen  synthetisiert  werden,  deren  Ringsystem  durch  funktionelle 
Gruppen (Alkyl, Halogen, Methoxy) substituiert ist.  
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Abb. 5.1  Allgemeine Darstellung von Arylalkyl-R￿ckgrat modifizierten Oligonucleotiden 
 
Die  Darstellung  der  r￿ckgratmodifizierten  Oligonucleotide  sollte  mittels  der 
Oligonucleotid-Festphasensynthese  erfolgen.  Aus  diesem  Grund  sollten  entsprechend 
modifizierte, kupplungsf￿hige Phosphoramidite dargestellt werden (Abb. 5.2).  
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Abb. 5.2  Modifiziertes Phosphoramidit f￿r die Oligonucleotid-Festphasensynthese 
 
Diese  modifizierten  Phosphoramidite  sollten  daraufhin  in  Modell-Oligonucleotide 
eingebaut werden. Um den Einfluss der eingef￿hrten Gruppen auf die Oligonucleotid-
Duplexe  zu  untersuchen,  sollten  zu  Beginn  einfach  modifizierte  Str￿nge  dargestellt 
werden.  Nach  erfolgter  Synthese  und  Aufreinigung  der  Oligonucleotide  sollten  die 
entstandenen Diastereoisomere mittels RP-HPLC getrennt werden.  5  Aufgabenstellung  49
Die  durch  die  Modifikationen  hervorgerufene  Ver￿nderung  der  Lipophilie  der 
Oligonucleotide sollte mittels RP-HPLC untersucht werden.  
Nach  Hybridisierung  mit  dem  unmodifizierten  Gegenstrang  sollte  von  den 
diastereoisomerenreinen Duplexen die  Schmelztemperatur  (Tm-Wert)  ermittelt  werden. 
Ferner war das Ziel durch CD-Untersuchungen den Einfluss der Modifikationen auf die 
Struktur  der  Doppelhelix  zu  untersuchen.  Falls  m￿glich  sollten  auch  Fluoreszenz-
Messungen durchgef￿hrt werden. 
 
Ein  weiteres  Ziel  dieser  Arbeit  war  die  eindeutige  Bestimmung  der  absoluten 
Konfiguration  der  R￿ckgratmodifikation.  Zu  diesem  Zweck  sollten  diastereoisomeren-
reine  arylalkylmodifizierte  Dimere  synthetisiert  werden.  Durch  2D-ROESY-NMR-
Untersuchungen  sollte  versucht  werden  -  analog  zu  den  Methylphosphonaten  -  die 
Konfiguration zu bestimmen.  
 
Parallel  zu  diesen  Studien  sollte  getestet  werden  inwieweit  die  synthetisierten 
Modifikationen  sich  f￿r  den  Antisense-Einsatz  zur  Inhibierung  der  Hepatitis  C  Virus 
Genexpression eignen. Die Durchf￿hrung dieses Projekts erfolgt in Zusammenarbeit mit 
der  Arbeitsgruppe  von  Prof.  Dr.  Caselmann  an  der  Rheinischen  Friedrich  Wilhelms-
Universit￿t in Bonn. Hier werden s￿mtliche erforderlichen biologischen zellfreien in vitro 
und  Zellkultur  in  vitro-Assays  durchgef￿hrt.  Die  bisherige  Zusammenarbeit  f￿hrte  zu 
terminal  methyl-  und  benzylmodifizierten  17mer  Antisense-Oligonucleotiden,  die  die 
Expression  des  Hepatitis  C  Virus  Genoms  in  vitro  effizient  inhibieren.  Um  die 
Wahrscheinlichkeit  eines  tr￿gervermittelten  Oligonucleotid-Transports  durch  die 
Zellmembran  zu  verbessern,  sollten  die  lipophileren  Modifikationen  in  das  17mer 
Oligonucleotid  [5·-d(TGGTGCACGGTCTACGA);  =Modifikationsstelle]  eingebaut 
werden. Die synthetisierten Antisense-Oligonucleotide sollten danach hinsichtlich  ihrer 
Lipophilie,  Nucleasestabilit￿t,  Aktivierung  der  RNase  H,  der  Hybridisierung  (Tm-Wert) 
zum sense-DNA- bzw. RNA-Strang untersucht werden. Zudem sollten zellfreie in vitro 
und  Zellkultur  in  vitro-Untersuchungen  zur  Inhibierung  der  HCV-Genexpression 
durchgef￿hrt werden. 
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Chemische 
Synthesen 
6.1 Auswahl der Modifikationen 
 
 
Als Grundlage f￿r die Wahl der Modifikationen dienten die Eigenschaften von Benzyl- 
und  Methyl-R￿ckgrat  modifizierten  Oligonucleotiden  (siehe  Kap.  3.3).  Bei  diesen 
Modifikationen ist das negativ geladene Sauerstoffatom des Phosphatr￿ckgrates durch 
eine  lipophile,  ungeladene  Gruppe  substituiert.  Benzyl,  als  einfachster  Vertreter  der 
Arylalkyl-Verbindungsklasse,  zeigte  dabei  im  Vergleich  zu  methylmodifizierten 
Oligonucleotiden  signifikante  Unterschiede.  Benzylmodifizierte  Oligonucleotide  zeigen 
h￿here Tm-Werte mit den komplement￿ren DNA- oder RNA-Str￿ngen, sind stabiler im 
basischen Milieu und erwiesen sich als ￿u￿erst potente Modifikationen f￿r Antisense-
Oligonucleotide (siehe Kap. 4.3 und 10.1). Ferner sind Benzylmodifikationen mit ihrer P-
C-Bindung  deutlich  stabiler  gegen￿ber  S￿uren  als  Phosphoramide  mit  einer  P-N-
Bindung  (Froehler,  1986).  Lipophile,  ungeladene  Phosphatr￿ckgrate  k￿nnen  ebenfalls 
mittels  Triestern  (P-O-Bindung)  erhalten  werden  (Marcus-Sekura,  1987).  Da  diese 
jedoch unter basischen Bedingungen relativ instabil sind und des weiteren als potentielle 
Alkylierungsreagenzien fungieren sind sie f￿r den Antisense-Einsatz ungeeignet. 6  Chemische Synthese  52
Ziel dieser Arbeit war es lipophile, arylalkylmodifizierte Oligonucleotide zu synthetisieren, 
die Auswirkung der absoluten Konfiguration der Modifikationen zu untersuchen und ihre 
Anwendbarkeit als Antisense-Oligonucleotide gegen den Hepatitis C Virus zu testen. Aus 
diesem Grund wurden zuerst die Phenylalkylmodifikationen M1 ausgew￿hlt (Abb. 6.1). 
Durch  die  Variation  der  Alkylkettenl￿nge  sollte  der  ideale  Abstand  des  aromatischen 
Systems  vom  Phosphatr￿ckgrat  ermittelt  werden.  Die  Verbindungsklasse  M2  (p-
substituierte  Benzylmodifikationen)  wurde  gew￿hlt  um  den  Einfluss  von  Substituenten 
auf  benzylmodifizierte  Oligonucleotide  zu  untersuchen.  Au￿erdem  sollte  somit  die 
Variabilit￿t der gew￿hlten Synthesestrategie getestet werden (vgl. Kap. 6.2). Das 2,4-
Difluorphenyl-Ringsystem  M3  wurde  im  Arbeitskreis  als  Nucleobasen-Analogon 
synthetisiert.  Dabei  konnte  eine  signifikante  Erh￿hung  der  Basenstapelungs-
wechselwirkungen in Oligonucleotiden erzielt werden (Parsch, 2002; Parsch, 2000). Die 
Synthese  der  2,4-Difluorbenzylphosphonate  sollte  zeigen  inwieweit  sich  die  dabei 
ermittelten Ergebnisse auf das Phosphatr￿ckgrat ￿bertragen lassen. 
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M1, n=1-5 M2, R=F, OMe,... M3
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Abb. 6.1  Ausgew￿hlte Modifikationstypen (M1-M7) 
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Nach  der  Optimierung  der  Alkylkettenl￿nge  sollten  unterschiedliche  aromatische 
Systeme  getestet  werden.  Die  Wahl  fiel  dabei  auf  die  Naphthyl-  und 
Anthracenylmodifikationen  M4,  M5.  Das  Anthracenringsystem  wurde  bereits  unter 
anderem f￿r die Modifikation der 2·-OH Gruppe in Ribonucleins￿uren eingesetzt. Dabei 
konnte eine deutliche Stabilisierung von Duplexen erzielt werden (Yamana, 1995). Von 
Interesse  f￿r  die  therapeutische  Anwendung  sind  ferner  heteroaromatische 
Ringsysteme, die bereits ￿ber diverse Linker an das 5·-Ende beziehungsweise 3·-Ende 
von  Oligonucleotiden  gekuppelt  wurden  (Kap.  3.4).  Aus  diesem  Grund  sollten  die 
Acridinderivate  M6  sowie  die  Phenazinderivate  M7  synthetisiert  werden.  Beide 
Ringsysteme sind zudem als exzellente Interkalatoren bekannt. Mit der Modifikation des 
3·- bzw. 5·-Endes eines Oligonucleotides durch Acridinderivate konnte die thermische 
Stabilit￿t der entsprechenden Oligonucleotid-Duplexe signifikant erh￿ht werden (HØlŁne, 
1984; Silver, 1997; Fukui, 1996) Die Wahl der Linker-Kettenl￿nge spielte auch f￿r die 
Stabilisierung der Oligonucleotid-Duplexe eine entscheidende Rolle (Asseline, 1996). 
 
 
 
6.2 Synthesestrategie 
 
 
Die  Darstellung  der  modifizierten  Oligonucleotide  sollte  ￿ber  die  Festphasensynthese 
nach  der  Phosphoramiditmethode  erfolgen.  F￿r  die  Synthesestrategie  der  zu 
synthetisierenden  arylalkylmodifizierten  Phosphoramidite  wurde  der  Syntheseweg  der 
benzylmodifizierten  Bausteine  zu  Grunde  gelegt.  Die  Vorgehensweise  wurde  von 
Samstag  und  Lehmann  entwickelt  und  optimiert  (Samstag,  1992;  Samstag,  1994; 
Lehmann, 2001). Die schematische Darstellung der benzylmodifizierten Phosphoramidite 
ist in Abbildung 6.2 wiedergegeben. 
Die  Synthese  verl￿uft  dabei  ￿ber  das  modifizierte,  reaktive,  dreiwertige 
Phosphorylierungsreagenz 5. Ausgangspunkt f￿r dessen Darstellung ist Benzylchlorid 1, 
dass mit Magnesium zu dem entsprechenden Grignard-Reagenz umgesetzt wird. Das 
Benzylmagnesiumchlorid 2 wird umgehend mit wasserfreiem ZnCl2 in die unreaktivere 
zinkorganische  Verbindung  3  ummetalliert.  Die  Reaktion  des  Intermediates  3  mit 
Phosphortrichlorid  f￿hrt  zu  Benzyldichlorphosphan  4.  Das  Phosphorylierungsreagenz 
Benzyl(diisopropylamin)chlorphosphan  5  erh￿lt  man  durch  Umsetzung  des 6  Chemische Synthese  54
synthetisierten  Dichlorphosphans  4  mit  N,N-Diisopropylamin.  Das  benzylmodifizierte 
Phosphorylierungsreagenz  5  kann  mit  den  gesch￿tzten  Nucleosiden  zu  den 
entsprechenden Phosphoramiditen 6 umgesetzt werden. Diese Verbindungen k￿nnen in 
der Oligonucleotid-Festphasensynthese eingesetzt werden. 
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Abb. 6.2  Synthese benzylmodifizierter Phosphoramidite 
 
F￿r  die  Synthese  der  arylalkylmodifizierten  Phosphoramidite  musste  dieser 
Reaktionsweg auf einigen Stufen teilweise deutlich modifiziert werden. Ver￿nderungen 
wurden je nach Modifikation bei der Wahl des Halogens der Ausgangsverbindung, der 
Art der Ummetallierung, Aufarbeitung und Reaktionsf￿hrung vorgenommen. 
 
 
 
6.3 Synthese der modifizierten Phosphoramidite 
 
 
6.3.1 Synthese der Arylalkylhalogenide 
 
4-Phenylbutyl- (12), 5-Phenylpentyl- (13) und 4-(4-Fluorphenyl)butylbromid (17) 
F￿r  die  Synthese  der  l￿ngerkettigen  Phenylalkylhalogenide  wurde  ein 
Kettenverl￿ngerungsverfahren  mittels  Oxetan  eingesetzt  (Searles,  1951). 6  Chemische Synthese  55
Ausgangspunkt f￿r die Reaktion waren Benzylchlorid 1, 2-Phenylethylbromid 7 und 4-
Fluorbenzylbromid  8  (Abb.  6.3).  Diese  Verbindungen  wurden  jeweils  einer  Grignard-
Reaktion unterworfen. Hierzu  wurden Magnesiumsp￿ne in trockenem Diethylether mit 
einem geringen ￿berschuss der Substanzen 1, 7 und 8 umgesetzt. Zu den erhaltenen 
Grignard-L￿sungen  9-11  wurde  in  ￿quimolarer  Menge  Oxetan  (Trimethylenoxid) 
gegeben und 2 Stunden unter R￿ckfluss gekocht. Nach dieser Zeit wurde mit Benzol 
versetzt und weitere 4 Stunden zum Sieden erhitzt. Eine Abdestillation des Ethers nach 
Zugabe des Benzols wurde im Gegensatz zur Vorschrift von Searles nicht durchgef￿hrt. 
Nach dem Abk￿hlen wurden die Reaktionsans￿tze mit ges. NH4Cl-L￿sung hydrolysiert. 
Die  synthetisierten  Substanzen  12-14  konnten  durch  Vakuumdestillation  gereinigt 
werden.  
 
(CH2)n-X (CH2)n-MgX (CH2)n+3-OH (CH2)n+3-Br
+Mg +Oxetan
+HBr/Prot
+H2SO4
abs. Ether Benzol
1  R=H, X=Cl, n=1
7  R=H, X=Br, n=2
8  R=F, X=Br, n=1
9  R=H, X=Cl, n=1
10  R=H, X=Br, n=2
11  R=F, X=Br, n=1
12  R=H, n=1, 67% 
13  R=H, n=2, 65%
14  R=F, n=1, 66%
15  R=H, n=1, 64%
16  R=H, n=2, 67%
17  R=F, n=1, 76%
R R R R
 
Abb. 6.3  Synthese  von  4-Phenylbutylbromid  15,  5-Phenylpentylbromid  16  und  4-(4-Fluor- 
  phenyl)butylbromid 17. 
 
Die  erhaltenen  Alkohole  12-14  wurden  im  n￿chsten  Schritt  mittels  einer 
Substitutionsreaktion in die Halogenverbindungen ￿berf￿hrt (Oae, 1953; Huisgen, 1954). 
Aus Reaktivit￿tsgr￿nden wurden f￿r den weiteren Syntheseweg die bei der Umsetzung 
mit  Magnesium  reaktiveren  Bromide  den  Chloriden  vorgezogen.  Dazu  wurden  die 
Verbindungen  12-14  in  einer  Standardreaktion  mit  48%iger  HBr-L￿sung  und  rotem 
Phosphor  versetzt.  Nach  sechsst￿ndigem  Kochen  unter  R￿ckfluss  wurde  mit 
konzentrierter Schwefels￿ure versetzt und weitere 6 Stunden zum Sieden erhitzt. Nach 
der Aufarbeitung konnten die Verbindungen mittels Vakuumdestillation gereinigt werden. 
4-Phenylbutylbromid 15 wurde in 64%iger, 5-Phenylpentylbromid 16 in 67%iger und 4-
(4-Fluorphenyl)butylbromid 17 in 76%iger Ausbeute erhalten. 
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1-(3-Brompropyl)naphthalen 20 und 3-(2-Naphthoxy)propylbromid 22 
Die Darstellung von 3-(1-Naphthyl)propanol 19, ausgehend von 1-Bromnaphthalen 18, 
verlief  in  Analogie  zu  den  Synthesen  der  Verbindungen  12-14  (Abb.  6.4).  Die  im 
Vergleich  geringe  Ausbeute  von  49%  ist  auf  den  Reaktionsschritt  von  1-
Naphthylmagnesiumbromid mit Oxetan zur￿ckzuf￿hren. Um die Ausbeute zu erh￿hen, 
wurde  die  Zugabe  an  Oxetan  (0,7-3  ￿q.),  die  Reaktionstemperatur  wie  auch  die 
Reaktionszeit (2-24 Std.) variiert. Nach dreist￿ndigem Erhitzen unter R￿ckfluss kam die 
Reaktion  jeweils  zum  Stillstand,  wobei  die  Ausbeute  immer  unter 50%  lag. Nach  der 
Aufreinigung  mittels  S￿ulenchromatographie  wurde  die  Verbindung  19  als  viskoses, 
gelbes ￿l erhalten. 
 
Br
OH Br
1) +Mg
2) +Oxetan
abs. Ether/Benzol
49%
Variante 1:
+CBr4
+Trioctylphosphin
abs. Ether
20 h, 77%
Variante 2:
+48% HBr, Prot
+H2SO4
76%
18 19 20
OH +1,3-Dibrompropan
+KOH
MeOH, 51%
O Br
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Abb. 6.4  Syntheseschema  von  1-(3-Brompropyl)naphthalen  20  und  3-(2-Naphthoxy)- 
  propylbromid 22 
 
Als  Hauptnebenprodukt  konnte  1-Naphthol  isoliert  werden.  F￿r  die  Bromierung  des 
Alkohols  wurden  zwei  Synthesevarianten  getestet.  Bei  Variante  1  wurde  3-(1-
Naphthyl)propanol  19  und  CBr4  in  absolutem  Ether  gel￿st  und  bei  0￿C  mit 
Trioctylphosphin  versetzt.  Die  Reaktion  war  nach  20-st￿ndigem  R￿hren  bei 
Raumtemperatur  beendet.  Nach  Aufarbeitung  und  anschlie￿ender 
S￿ulenchromatographie wurde Verbindung 20 in 77%iger Ausbeute erhalten. Bei der 2. 
Variante  wurde  mittels  48%iger  HBr-L￿sung,  Prot  und  H2SO4  bromiert.  Die  erhaltene 
Ausbeute von 76% war nahezu identisch mit der zuvor beschriebenen Reaktion. 6  Chemische Synthese  57
Als  weitere  Ausgangsverbindung  f￿r  modifizierte  Phosphoramidite  wurde  3-(2-
Naphthoxy)propylbromid 22 synthetisiert. Mit dieser Verbindung sollte die Stabilit￿t von 
aromatisch-aliphatischen  Ethern  gegen￿ber  der  sich  anschlie￿enden  PCl3-Chemie 
getestet werden. Die Synthese erfolgte nach einer Vorschrift von Tada (Tada, 1990). 2-
Naphthol  wurde  dabei  in  Methanol  gel￿st  und  mit  KOH  und  3  ￿q.  1,3-Dibrompropan 
versetzt. Die Reaktion war nach 36-st￿ndigem R￿hren bei RT beendet. Die Verbindung 
22 konnte mit einer Ausbeute von 51% nach S￿ulenchromatographie erhalten werden. 
 
9-(Brommethyl)anthracen 28 und 9-(3-Brompropyl)anthracen 26 
9-(Brommethyl)anthracen  28  konnte  durch  die  Bromierung  von  9-Methylanthracen  27 
mittels N-Bromsuccinimid (NBS) dargestellt werden (Thung, 1998). Die Verbindung 27 
wurde dabei in CCl4 gel￿st, mit NBS versetzt und 24 Stunden unter R￿ckfluss gekocht. 
Das Produkt 28 wurde nach Umkristallisation aus Chloroform/Petrolether (1:1) in Form 
von gelben Nadeln erhalten (Abb. 6.5). 
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Abb. 6.5  Synthese von 9-(Brommethyl)- 28 und 9-(3-Brompropyl)anthracen 26 
 
Die  Propylseitenkette  von  9-(3-Brompropyl)anthracen  26  wurde  ebenfalls  nach  der 
Methode  von  Searles  eingef￿hrt  (Searles,  1951).  Als  Ausgangsverbindung  diente  9-
Bromanthracen  24  welches  durch  Bromierung  von  Anthracen  23  mit  NBS  in  guter 
Ausbeute  dargestellt  werden  konnte.  Da  sich  9-Bromanthracen  24  nur  schlecht  in  9-6  Chemische Synthese  58
Magnesiumbromanthracen  umsetzen  lies,  wurde  mit  der  entsprechenden 
lithiumorganischen Verbindung gearbeitet. Dazu wurde die Verbindung 24 in trockenem 
Ether  gel￿st  und  bei  ￿78￿C  mit  n-BuLi  versetzt.  Nach  vollst￿ndiger  Zugabe  wurde 
innerhalb einer Stunde auf 0￿C erw￿rmt, mit Oxetan versetzt und anschlie￿end mehrere 
Stunden  unter  R￿ckfluss  gekocht.  Nach  Aufarbeitung  und  S￿ulenchromatographie 
konnte  9-(3-Hydroxypropyl)anthracen  25  als  gelber  Feststoff  erhalten  werden.  Die 
Bromierung  wurde  mittels  CCl4  und  Trioctylphosphin  durchgef￿hrt.  9-(3-
Brompropyl)anthracen 26 konnte in guter Ausbeute als gelber Feststoff erhalten werden. 
 
Heteroaromatische Ausgangsverbindungen 
Als heteroaromatische Ausgangsverbindungen sollten 2-(Brommethyl)phenazin 32, 2-(4-
Brombutyl)phenazin  34  (Abb.  6.6a),  6-Chlor-2-methoxy-9-brommethylacridin  37  (Abb. 
6.6b) und 8-(Brommethyl)chinolin 39 (Abb. 6.6c) dargestellt werden. 
Das  Phenazin-Grundger￿st  wurde  mittels  einer  Ringschlussreaktion  synthetisiert 
(Teuber,  1955).  Im  ersten  Schritt  wurde  4-Methylcatechol  29  durch  Zugabe  von 
Natriumperiodat  zum  entsprechenden  Chinon  30  oxidiert.  F￿r  den  folgenden 
Kondensationsschritt  wurde  dieses  zu  1,2-Diaminobenzol  gegeben  und  mit 
konzentrierter  Essigs￿ure  versetzt  (Abb.  6.6a).  Nach  mehrst￿ndigem  Erhitzen  unter 
R￿ckfluss,  Aufreinigung  ￿ber  eine  Alumina-S￿ule  und  Chromatographie  an  Kieselgel 
konnte 2-Methylphenazin 31 erhalten werden. Die Bromierung der Methylgruppe erfolgte 
unter  Standardbedingungen  mittels  N-Bromsuccinimid  und  dem  Radikalstarter  ,·-
Azoisobutyronitril  (AIBN)  mit  einer  Ausbeute  von  86%  (Maidwell,  2000).  F￿r  die 
Verl￿ngerung der Seitenkette von 2-(Brommethyl)phenazin 32 wurde wiederum das von 
Searles  etablierte  Verfahren  gew￿hlt  (Searles,  1951).  2-(4-Hydroxybutyl)phenazin  33 
konnte dabei jedoch nur in einer Ausbeute von 23% erhalten werden. Die Verbindung 
zeigte eine hohe Hitzeempfindlichkeit, was die geringe Ausbeute erkl￿rt. Die Effizienz 
der  Reaktion  lies  sich  nicht  steigern,  da  f￿r  die  Ankn￿pfung  von  Oxetan  an  die 
Seitenkette  W￿rmezufuhr  vonn￿ten  ist.  Die  anschlie￿ende  Bromierung  zu  2-(4-
Brombutyl)phenazin  34  mittels  48%iger  HBr-L￿sung,  Prot  und  Schwefels￿ure  gelang 
nicht.  Ursache  hierf￿r  d￿rfte  ebenfalls  die  thermische  Labilit￿t  von  2-(4-
Hydroxybutyl)phenazin 33 sein. Auch die bei Raumtemperatur durchgef￿hrte Bromierung 
mittels  CBr4  und  Trioctylphosphin  f￿hrte  nicht  zu  der  gew￿nschten  Verbindung.  Als 
Ausgangssubstanz  f￿r  die  Synthese  von  6-Chlor-2-methoxy-9-brommethylacridin  37 
wurde das kommerziell erh￿ltliche 6,9-Dichlor-2-methoxyacridin 35 gew￿hlt (Abb. 6.6b). 6  Chemische Synthese  59
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Abb. 6.6  Synthese  der  heteroaromatischen  Ausgangsverbindungen  a)  2-(Brommethyl)- 
  phenazin 32  und  2-(4-Brombutyl)phenazin 34 b) 6-Chlor-2-methoxy-9-brommethyl- 
  acridin 37 c) 8-(Brommethyl)chinolin 39 
 
F￿r  die  selektive  Substitution  des  Chlors  in  Position  9  des  Acridinringes  durch  einen 
Methylrest wurde eine Vorschrift von Kurz herangezogen (Kurz, 1998). Dazu wurde das 
CH-acide Diethylmalonat mittels NaH in das Carbanion ￿berf￿hrt und mit 6,9-Dichlor-2-
methoxyacridin  35  versetzt.  Das  dabei  intermedi￿r  gebildete  6-Chlor-2-methoxy-9-
diethylmalonatacridin wurde durch Zugabe von rauchender Salzs￿ure hydrolysiert. Nach 
Neutralisation und Aufreinigung wurde 6-Chlor-2-methoxy-9-methylacridin 36 in 88%iger 
Ausbeute  erhalten.  Die  darauffolgende  Umsetzung  mit  NBS  in  Gegenwart  von  AIBN 
f￿hrte zu 6-Chlor-2-methoxy-9-brommethylacridin 37. 
Die  letzte  zu  synthetisierende  heteroaromatische  Verbindung,  8-(Brommethyl)chinolin 
39,  konnte  in  einer  Einstufenreaktion  gewonnen  werden  (Dalley,  2001). 
Ausgangsverbindung  hierf￿r  war  8-Methylchinolin  38,  das  mittels  N-Bromsuccinimid 
leicht in die Zielverbindung 39 umgesetzt werden konnte (Abb. 6.6c). 
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6.3.2 Synthese der (Arylalkyl)dichlorphosphane 
 
Phenylalkyldichlorphosphane 4, 50-53 
Als  Ausgangsverbindungen  f￿r  die  Phenylalkyldichlorphosphane  4,  50-53  dienten  die 
Phenylalkylhalogenide 1, 15, 16, 40 und 41. Diese wurden mit Magnesiumsp￿nen zu den 
entsprechenden  magnesiumorganischen  Verbindungen  umgesetzt  (Abb.  6.7).  Als 
L￿sungsmittel  fungierte  dabei  absoluter  Diethylether.  Durch  die  Verl￿ngerung  der 
Seitenkette  nimmt  die  Reaktivit￿t  der  Phenylalkylhalogenide  ab,  so  dass  ab  einer 
Kettenl￿nge von n=2 die im Vergleich zu den Phenylalkylchloriden reaktiveren -bromide 
eingesetzt  wurden.  Die  erhaltenen  Grignard-Reagenzien  2,  10,  42-44  wurden  im 
Anschluss  direkt  zu  den  weniger  reaktiven  cadmiumorganischen  Verbindungen  45-49 
ummetalliert.  
 
+Mg
abs. Ether
+CdCl2 +PCl3
abs. Ether, -78￿C 0￿C
2
(CH2)n-X (CH2)n-MgX (CH2)n (CH2)n Cd P
Cl
Cl
ZnBr
+PCl3
abs. Ether
P
Cl 42 + ZnCl2
0￿C
1,    n=1, X=Cl
40,  n=2, X=Br
41,  n=3, X=Br
15,  n=4, X=Br
16,  n=5, X=Br
2,    n=1, X=Cl
10,  n=2, X=Br
42,  n=3, X=Br
43,  n=4, X=Br
44,  n=5, X=Br
45,  n=1
46,  n=2
47,  n=3
48,  n=4
49,  n=5
4,    n=1, 62%
50,  n=2, 63%
51,  n=3, 54%
52,  n=4, 64%
53,  n=5, 62%
54 55
 
Abb. 6.7  Synthese der Phenylalkyldichlorphosphane 4, 50-53 
 
Von dem Einsatz der zinkorganischen Verbindungen (siehe Synthesestrategie Kapitel 
6.2)  wurde  abgesehen,  da  diese  eine  unerw￿nschte  Cyclisierungsreaktion  bei 
Verbindungen mit einer Alkylkettenl￿nge von n=2 und n=3 zeigten. In Abbildung 6.7 ist 
diese  f￿r  die  Kettenl￿nge  n=3  dargestellt.  1-Chlor-1,2,3,4-tetrahydrophosphinolin  55 
wurde w￿hrend des Erhitzens im Rahmen der fraktionierten Vakuumdestillation von 3-
Phenylpropyldichlorphosphan 51 in Gegenwart von katalytischen Mengen Zn
2+ gebildet. 6  Chemische Synthese  61
In Anwesenheit von Cd
2+-Ionen wurde diese Reaktion nicht beobachtet (Rowley, 1974; 
Collins, 1972). 
F￿r die Synthese der cadmiumorganischen Verbindungen 45-49 wurden die Grignard-
L￿sungen auf 0￿C abgek￿hlt und mit wasserfreiem CdCl2 (24 Std. bei 10
-1 mbar, ￿ber 
P2O5 getrocknet) versetzt. Nach zweist￿ndigem R￿hren bei Raumtemperatur wurden die 
ausgefallenen  Magnesiumsalze  ￿ber  eine  Schlenkfritte  unter  Argon-￿berdruck 
abgetrennt.  F￿r  die  Synthese  der  Phenylalkyldichlorphosphane  4,  50-53  wurden  die 
klaren  L￿sungen  bei  ￿78￿C  auf  einen  ￿berschuss  an  Phosphortrichlorid  (4-10  ￿q.), 
welches in absolutem Ether gel￿st war, getropft.  
Nach vollst￿ndiger  Zugabe  wurde  innerhalb  von  1  Stunde auf  RT  erw￿rmt  und  noch 
weitere zwei Stunden bei dieser Temperatur ger￿hrt. Der ￿berschuss an PCl3, wie auch 
die Ummetallierung in die unreaktiveren cadmiumorganischen Verbindungen dienten zur 
Unterbindung  der  Mehrfachsubstitution  des  Phosphortrichlorids.  Die  als  wei￿er 
Niederschlag  ausgefallenen  Cadmiumsalze  wurden  wiederum  ￿ber  eine  Schlenkfritte 
unter  Argon-￿berdruck  abfiltriert.  Der  Ether  wie  auch  ￿bersch￿ssiges  PCl3  wurden 
jeweils  im  Membranpumpenvakuum  abgetrennt  und  die  R￿ckst￿nde  fraktioniert  im 
Vakuum  destilliert.  Die  Temperatur  durfte  dabei  150￿C  nicht  ￿bersteigen,  da  dies  zu 
einer Zersetzung der Dichlorphosphane f￿hrt. Die Phenylalkyldichlorphosphane 4, 50-53 
konnten  in  Ausbeuten  von  54-64%  als  klare  Fl￿ssigkeiten  erhalten  werden.  Die 
Verbindungen  Benzyldichlorphosphan  4,  2-Phenylethyldichlorphosphan  50  und  3-
Phenylpropyldichlorphosphan  51  zeichnen  sich  durch  einen  ￿u￿erst  unangenehmen 
Geruch aus. Die Charakterisierung der Verbindungen erfolgte durch 
1H- und 
31P-NMR-
Spektroskopie (siehe Kapitel 6.3.5). 
 
Naphthylalkyldichlorphosphane 57 und 58 
Das  Reaktionsschema  der  Phenylalkyldichlorphosphane  konnte  erfolgreich  f￿r  die 
Synthese  von  [(Naphth-1-yl)methyl]dichlorphosphan  57  und  [3-(Naphth-1-
yl)propyl]dichlorphosphan  58  herangezogen  werden.  Dabei  konnten  die 
Naphthylalkylhalogenide 20 und 56 mit Magnesium zu den entsprechenden Grignard-
Reagenzien  umgesetzt  werden.  Nach  anschlie￿ender  Ummetallierung  mit  CdCl2  und 
Umsetzung  der  erhaltenen  cadmiumorganischen  Verbindungen  mit  PCl3  wurden  die 
gew￿nschten Zielverbindungen 57 und 58 erhalten (Abb. 6.8). 
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(CH2)n-X (CH2)n
56,  n=1, X=Cl
20,  n=3, X=Br
57,  n=1, 57%
58,  n=3, 34%
1) +Mg
2) +CdCl2
3) +PCl3
abs. Ether
P
Cl
Cl
 
Abb. 6.8  Synthese von [(Naphth-1-yl)methyl]dichlorphosphan 57 und [3-(Naphth-1-yl)propyl]- 
  dichlorphosphan 58 
 
Die Aufreinigung der Verbindungen erwies sich jedoch als problematisch. Das als ￿liges 
Produkt  anfallende  [(Naphth-1-yl)methyl]dichlorphosphan  57  konnte  nur  unter 
Hochvakuumbedingungen (10
-5 mbar) mittels fraktionierter Destillation gereinigt werden. 
Das  hochviskose  [3-(Naphth-1-yl)propyl]dichlorphosphan  58  konnte  nicht  destilliert 
werden,  da  bei  140￿C  eine  Zersetzung  der  Verbindung  eintrat.  Die  Ausbeute  wurde 
daher  mittels  der 
1H-  und 
31P-NMR-Spektren  bestimmt.  F￿r  die  weiteren 
Reaktionsschritte wurde das Rohprodukt eingesetzt. 
 
Die  Umsetzung  von  3-(2-Naphthoxy)propylbromid  22  zum  entsprechenden  [3-(2-
Naphthoxy)propyl]dichlorphosphan  59  verlief  unter  den  bekannten 
Reaktionsbedingungen. Die Verbindung konnte jedoch nicht isoliert  werden. W￿hrend 
der destillativen Abtrennung des Ether/PCl3-Gemisches kam es zur Ausbildung von 2-
Naphthoxydichlorphosphan 60 (Abb. 6.9).  
 
O Br
1) +Mg
2) +CdCl2
3) +PCl3
abs. Ether
O P
Cl
Cl
O
P
Cl
Cl
Aufarbeitung
51%
22 59 60  
Abb. 6.9  Umsetzung  von  3-(2-Naphthoxy)propylbromid  22  zum  ensprechenden 
  Dichlorphosphan 59 
 
Dabei  f￿hrte  das  ￿bersch￿ssige  PCl3  zu  einer  Spaltung  des  Arylalkylethers  59  unter 
Ausbildung des Dichlorphosphans 60. Dieses konnte in einer Ausbeute von 51% ￿ber 
fraktionierte Destillation isoliert werden. Um diese Folgereaktion zu unterbinden wurde 
der  ￿berschuss an  PCl3  auf  1,5 ￿q.  reduziert.  Zudem  wurde  bei  der Destillation  des 6  Chemische Synthese  63
Ether/PCl3-Gemisches auf die Erw￿rmung der L￿sung verzichtet. Es bildete sich jedoch 
auch unter diesen Bedingungen die Verbindung 60. Das 2-Naphthoxydichlorphosphan 
60 wurde den weiteren Reaktionsschritten unterzogen und das erhaltene Phosphoramidit 
in Oligonucleotide eingebaut, wodurch ein Triester-R￿ckgrat entstand. Dies erm￿glichte 
den Vergleich zwischen einer Naphthylmodifikation die ￿ber eine P-O-Bindung und einer 
die ￿ber eine P-C-Bindung an das R￿ckgrat gekn￿pft ist.  
 
Anthracenylalkyldichlorphosphane 61 und 62 
F￿r  die  Synthese  von  [3-(Anthracen-9-yl)propyl]dichlorphosphan  62  wurde  die  f￿r 
Phenylalkyldichlorphosphane  etablierte  Reaktionsabfolge  abge￿ndert.  F￿r  die 
Umsetzung von 9-(3-Brompropyl)anthracen 26 mit Magnesium wurde 12 Stunden unter 
R￿ckfluss gekocht. Auf die Ummetallierung mit CdCl2 musste verzichtet werden, da sich 
dabei ein teerartiger, unl￿slicher Komplex ausbildete, so dass die Folgereaktion mit PCl3 
nicht mehr stattfand. Um Mehrfachsubstitutionen der reaktiven magnesiumorganischen 
Verbindung mit PCl3 zu unterbinden, wurde die Grignard-L￿sung sehr langsam bei -78￿C 
innerhalb von 2 Stunden auf das Phosphortrichlorid getropft.  
 
(CH2)n-Br (CH2)n
28,  n=1
26,  n=3
61,  n=1, 0%
62,  n=3, 54%
1) +Mg
2) +PCl3
P
Cl
Cl
28 mit THF
26 mit Ether
 
Abb. 6.10  Synthese  von  (Anthracen-9-yl)methyldichlorphosphan  61  und  [3-(Anthracen-9-
  yl)propyl]dichlorphosphan 62 
 
Das als gelber Feststoff anfallende [3-(Anthracen-9-yl)propyl]dichlorphosphan 62 konnte 
nicht mittels Vakuumdestillation aufgereinigt werden, da bei 120￿C eine Zersetzung der 
Verbindung eintrat. Die Ausbeute wurde daher mittels der 
1H- und 
31P-NMR-Spektren 
bestimmt. F￿r die weiteren Reaktionsschritte wurde das Rohprodukt eingesetzt.  
Die  Darstellung  von  (Anthracen-9-yl)methyldichlorphosphan  61  gelang  nicht.  9-
(Brommagnesiummethyl)anthracen  konnte  dabei  nicht  unter  normalen  Grignard-
Bedingungen  dargestellt  werden.  Diese  Zwischenverbindung  konnte  jedoch  mit 
Magnesium-Anthracen (B￿nnemann, 1983; Raston, 1984) oder hochaktivem Magnesium 6  Chemische Synthese  64
nach  Rieke  (Rieke,  1974;  Rieke,  1989;  F￿rstner,  1993)  synthetisiert  werden.  Bei 
letzterem  wurde  in  einer  in-situ-Herstellung  hochaktives  Magnesiumpulver  durch 
Reduktion  von  Magnesiumchlorid  mit  Kalium  in  THF  dargestellt.  Die  Bildung  der 
Grignard-Verbindung  konnte  mittels  DC-Kontrolle  beobachtet  werden.  Die 
Ummetallierung mit CdCl2 wie auch die direkte Umsetzung der Grignard-L￿sung mit PCl3 
gelang nicht. Der Grund hierf￿r k￿nnte in der Komplexbildung des Anthracens mit dem 
L￿sungsmittel THF liegen. 
 
Substituierte Benzyldichlorphosphane 68-72 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden Benzylmodifikationen synthetisiert, die in para-Stellung 
eine  Methyl-,  t-Butyl-,  Methoxy-  und  Fluor-Gruppe  tragen.  Aufgrund  der  Reaktions-
f￿hrung ￿ber die Grignard-Reaktion erschienen Carbonyl- und Aminosubstituenten als 
ungeeignet. Von Interesse f￿r folgende Arbeiten sind ferner Phenyl-, Nitro-, Cyano- und 
Dimethylamino-Substituenten. 
Die Reaktionen konnten mit Ausnahme der p-Methoxybenzylmodifikation in trockenem 
Ether durchgef￿hrt werden. Da p-Methoxybenzylmagnesiumbromid in Ether ausfiel und 
im  folgenden  nicht  weiterreagierte,  wurde  THF  als  L￿sungsmittel  gew￿hlt.  Die 
substituierten Benzyldichlorphosphane 68-72 konnten in guten Ausbeuten von 64-74% 
synthetisiert werden. Die Aufreinigung erfolgte mittels fraktionierter Vakuumdestillation.  
 
63,  R=F, R·=H
64,  R=F, R·=F
65,  R=O-Me, R·=H
66,  R=CH3, R·=H
67,  R=tBu, R·=H
Br
R
P
Cl
Cl
R
R· R·
68,  R=F, R·=H, 64%
69,  R=F, R·=F, 67%
70,  R=O-Me, R·=H, 66%
71,  R=CH3, R·=H, 74%
72,  R=tBu, R·=H, 73%
1) +Mg
2) +CdCl2
3) +PCl3
abs. Ether bzw. THF
 
Abb. 6.11  Synthese der substituierten Benzyldichlorphosphane 68-72 
 
Eine Ausnahme stellte wiederum (p-Methoxybenzyl)dichlorphosphan 70 dar, welches als 
wei￿er Feststoff anfiel. Die Verbindung konnte nicht destilliert werden, da bei 130￿C eine 
Zersetzung der Substanz eintrat. Die Ausbeute wurde daher ebenfalls mittels der 
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und 
31P-NMR-Spektren  bestimmt.  F￿r  die  weiteren  Reaktionsschritte  wurde  das 
Rohprodukt eingesetzt.  
Des  weiteren  konnte  4-(4-Fluorphenyl)butylbromid  17  zu  [4-(4-Fluorphenyl)butyl] 
dichlorphosphan  73  in  einer  Ausbeute  von  40%  umgesetzt  werden  (nicht  graphisch 
dargestellt). 
 
Heteroaromatische Arylalkyldichlorphosphane 
Die  Synthese  von  heteroaromatischen  Arylalkyldichlorphosphanen  stellt  bis  zum 
heutigen Zeitpunkt ein ungel￿stes Problem dar. Weder 2-(Brommethyl)phenazin 32, 6-
Chlor-2-methoxy-9-brommethylacridin 37 noch 8-(Brommethyl)chinolin 39 lie￿en sich zu 
den entsprechenden Verbindungen umsetzen. Alle drei Substanzen konnten nicht unter 
normalen Grignard-Bedingungen mit Magnesium zur Reaktion gebracht werden. Mit Hilfe 
von hochreaktivem Magnesium nach Rieke konnten 2-(Brommethyl)phenazin 32 und 6-
Chlor-2-methoxy-9-brommethylacridin  37  schlie￿lich  in  die  magnesiumorganische 
Verbindung  ￿berf￿hrt  werden.  Die  Umsetzung  mit  Phosphortrichlorid  gelang  aber  in 
beiden F￿llen nicht. Das Phenazinderivat bildete in Anwesenheit von PCl3 eine schwarze 
￿lige Masse, w￿hrend die Acridinverbindung nicht zur Reaktion gebracht werden konnte. 
Aufgrund der Unl￿slichkeit von 8-(Brommethyl)chinolin 39 in diversen Ethern war diese 
Verbindung f￿r die geplante Reaktionsabfolge ungeeignet.  
Aufgrund  dieser  Probleme  wurde  ein  abge￿nderter  Syntheseweg  zur  Darstellung von 
Arylalkyldichlorphosphanen gesucht. Ein Vorschlag, der w￿hrend dieser Arbeit bereits 
erfolgreich  f￿r  die  Synthese  von  Benzyldichlorphosphan  4  getestet  wurde  ist  im 
folgenden kurz beschrieben. 
 
Alternativer Syntheseweg 
Wesentlicher Unterschied im Vergleich zur etablierten Methode ist die Darstellung einer 
entsprechenden  Lithium-Arylalkyl-Verbindungen  aus  Arylalkylhalogeniden  durch  einen 
Halogen-Lithium Austausch mittels n-BuLi oder t-BuLi (Abb. 6.12). Benzylchlorid 1 wurde 
dabei bei ￿78￿C mit t-BuLi umgesetzt. Nach vollst￿ndiger Zugabe wurde innerhalb von 2 
Stunden  auf  Raumtemperatur  erw￿rmt.  Nach  K￿hlung  auf  0￿C  erfolgte  die 
Ummetallierung mit CdCl2. 
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+t-BuLi
abs. THF, -78￿C
+CdCl2 +PCl3
abs. THF, -78￿C 0￿C
2
Cl Li Cd P
Cl
Cl
1 4 74 45  
Abb. 6.12  Alternativer Syntheseweg zur Darstellung von Arylalkyldichlorphosphanen 
 
Die weitere Reaktionsfolge mit PCl3 wurde nicht ge￿ndert. Diese Synthesevariante ist 
besonders  f￿r  Arylalkylhalogenide  geeignet,  die  sich  nicht  oder  nur  schlecht  mit 
Magnesium  umsetzen  lassen.  Im  Rahmen  nachfolgender  Arbeiten  sollte  f￿r  diese 
Arylalkylhalogenide dieser Weg der Reaktionsf￿hrung weitergef￿hrt werden. 
 
 
6.3.3 (Arylalkyl)(diisopropylamin)chlorphosphane 5, 75-89 
 
Die Darstellung der Phosphorylierungsreagenzien 5, 75-89 (Abb. 6.13-15) konnte jeweils 
unter  den  gleichen  Reaktionsbedingungen  durchgef￿hrt  werden.  Lediglich  die 
Reaktionszeiten  wurden  zwischen  einer  und drei  Stunden variiert.  F￿r  die  Synthesen 
wurden die Arylalkyldichlorphosphane in trockenem Methylendichlorid gel￿st und unter 
Argonatmosph￿re  bei  ￿30￿C  bis  ￿40￿C  tropfenweise  mit  zwei  ˜quivalenten  N,N-
Diisopropylamin versetzt. Ein ˜quivalent der Base reagiert in einer Substitutionsreaktion 
zu  dem  gew￿nschten  Phosphorylierungsreagenz,  w￿hrend  das  zweite  dem  Abfangen 
des  freigesetzten  Chlorids  dient.  Das  dabei  entstehende  Diisopropylammoniumchlorid 
fiel als wei￿er Niederschlag aus. Die Reaktionsl￿sung wurde nach vollst￿ndiger Zugabe 
innerhalb einer Stunde auf Raumtemperatur erw￿rmt. In Abh￿ngigkeit der synthetisierten 
Modifikation  wurde  noch  ein  bis  drei  Stunden  bei  dieser  Temperatur  ger￿hrt.  Das 
ausgefallene Diisopropylammoniumchlorid wurde im Anschluss ￿ber eine Schlenkfritte 
unter  Argon-￿berdruck  abgetrennt  und  das  Methylendichlorid  abdestilliert.  Die 
Phenylalkyl(diisopropylamin)chlorphosphane 5, 75-78 (Abb. 6.13) wie auch die meisten 
substituierten  Benzyl(diisopropylamin)chlorphosphane  (Abb.  6.15)  konnten  mittels 
fraktionierter Hochvakuumdestillation aufgereinigt werden.  
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Im  Falle  des  (5-Phenylpentyl)(diisopropylamin)chlorphosphans  78  begann  sich  die 
Verbindung ab einer Temperatur von 160￿C zu zersetzen, was die niedrige Ausbeute 
von 38% erkl￿rt.  
 
(CH2)n P
Cl
Cl
(CH2)n P
Cl
N
+N,N-Diisopropylamin
abs. CH2Cl2, -30 bis -40￿C
4,    n=1
50,  n=2
51,  n=3
52,  n=4
53,  n=5
5,    n=1, 55%
75,  n=2, 66% 
76,  n=3, 84%
77,  n=4, 77%
78,  n=5, 38%  
Abb. 6.13  Synthese der Phenylalkyl(diisopropylamin)chlorphosphane 5, 75-78 
 
Die  Phosphorylierungsreagenzien  [(Naphth-1-yl)methyl](diisopropylamin)chlorphosphan 
79, [3-(Naphth-1-yl)propyl](diisopropylamin)chlorphosphan 80, [3-(Anthracen-9-yl)propyl] 
(diisopropylamin)chlorphosphan 81 (Abb. 6.14) und (p-Methoxybenzyl)(diisopropylamin) 
chlorphosphan 84 konnten nicht fraktioniert destilliert werden. Die Ausbeute wurde daher 
mittels  der 
1H-  und 
31P-NMR-Spektren  bestimmt.  Aus  diesem  Grund  wurde  f￿r  die 
weitere Umsetzung mit den gesch￿tzten Nucleosiden das Rohprodukt eingesetzt.  
 
+N,N-Diisopropylamin
abs. CH2Cl2, -30 bis -40￿C
57,  n=1
58,  n=3
79,  n=1, 56%
80,  n=2, 70%
(CH2)n (CH2)n P
Cl
Cl
P
N
Cl
+N,N-Diisopropylamin
abs. CH2Cl2, -30 bis -40￿C
P
Cl
Cl
P N
Cl
62 81, 74%  
Abb. 6.14  Synthese der Phosphorylierungsreagenzien 79-81 
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68,  R=F, R·=H
69,  R=F, R·=F
70,  R=O-Me, R·=H
71,  R=CH3, R·=H
72,  R=tBu, R·=H
P
N
Cl
R
R·
82,  R=F, R·=H, 67%
83,  R=F, R·=F, 74%
84,  R=O-Me, R·=H, 70%
85,  R=CH3, R·=H, 67%
86,  R=tBu, R·=H, 75%
P
Cl
Cl
R
R·
+N,N-Diisopropylamin
abs. CH2Cl2, -30 bis -40￿C
 
Abb. 6.15  Synthese der substituierten (Benzyl)(diisopropylamin)chlorphosphane 82-86 
 
Als weitere Phosphorylierungsreagenzien wurden Methyl(diisopropylamin)chlorphosphan 
87,  4-(4-Fluorphenyl)butyl[diisopropylamin]chlorphosphan  88  und  (2-Naphthoxy) 
(diisopropylamin)chlorphosphan 89 dargestellt (nicht graphisch dargestellt). 
 
 
6.3.4 Synthese der arylalkylmodifizierten Phosphoramidite 
 
F￿r  die  Synthese  der  modifizierten  Phosphoramidite  wurden  die  dargestellten 
(Arylalkyl)(diisopropylamin)chlorphosphane mit den gesch￿tzten Nucleosiden 91, 94, 95 
und 98 zur Reaktion gebracht. Die Synthese der entsprechenden Nucleotid-Bausteine ist 
in Abb. 6.16 und 6.17 schematisch dargestellt. Bei den nat￿rlichen Nucleosiden Cytidin, 
Adenosin,  Thymidin  und  Guanosin  war  die  5·-Hydroxylgruppe  jeweils  mit  der  4,4·-
Dimethoxytritylgruppe blockiert. Diese s￿urelabile Schutzgruppe kommt standardm￿￿ig 
bei  der  Oligonucleotid-Festphasensynthese  zum  Einsatz.  Die  exocyclische 
Aminofunktion  der  Nucleobasen  lag  ebenfalls  gesch￿tzt  vor.  Aufgrund  der 
Abspaltungsgeschwindigkeiten der Schutzgruppen wurden Guanosin mit der Isobutyryl- 
und  Adenosin  mit  der  Benzoylgruppe  versehen.  Cytosin  wird  bei  der  Standard-
Oligonucleotidsynthese h￿ufig benzoylgesch￿tzt. Da jedoch beim entsch￿tzen von N
4-
Benzoyl-2·-desoxycytidin-Bausteinen  in  Methyl-  oder  Benzylphosphonaten  mittels 
Ethylendiamin  Transaminierungsreaktionen  beobachtet  wurden,  kam  die  Isobutyryl-
gruppe zum Einsatz. Unter Verwendung dieser Schutzgruppe kann diese Nebenreaktion 
unterbunden  werden  (Reddy,  1996).  Auf  die  literaturbekannten  Darstellungen  der 6  Chemische Synthese  69
gesch￿tzten  Nucleoside  wird  hier  nicht  n￿her  eingegangen.  Die  Synthesevorschriften 
sind in Kapitel 12.1.2 beschrieben.  
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Abb. 6.16  Syntheseschema  f￿r  die  Darstellung  der  phenylalkylmodifizierten 
  Phosphoramidite 100-115 und 120. 
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Abb. 6.17  Syntheseschema  f￿r  die  Darstellung  der  substituierten  benzylmodifizierten 
  Phosphoramidite 116-119 und 122-125 f￿r die Oligonucleotid-Festphasensynthese. 
 
F￿r die Synthese der Phosphoramidite wurden jeweils die sehr gut getrockneten, voll 
gesch￿tzten  Nucleoside  91,  94,  95  und  98  unter  Argon-Atmosph￿re  in  absolutem 
Methylendichlorid  gel￿st  und  mit  vier  ˜quivalenten  Diisopropylethylamin  (DIPEA), 
welches  als  S￿uref￿nger  fungiert,  versetzt.  Die  L￿sungen  wurden  im  Anschluss  bei 
Raumtemperatur  tropfenweise  mit  1  bis  4  ˜quivalenten  mit  dem  jeweiligen 6  Chemische Synthese  71
Phosphorylierungsreagenz versetzt und 30 Minuten bis 3 Stunden ger￿hrt. Die Mischung 
wurde  auf  0￿C  gek￿hlt  und  mit  5%iger  w￿ssriger  Natriumhydrogencarbonat-L￿sung 
versetzt,  wodurch  die  Reaktion  abgebrochen  wurde.  Das  bei  unmodifizierten 
Phosphoramiditen als Syntheseabbruchreagenz zum Einsatz kommende Methanol f￿hrt 
bei den arylalkylmodifizierten Analoga zu Zersetzungs- und Oxidationsprodukten. Nach 
der  Aufarbeitung  konnten  die  Phosphoramidite  mittels  Flashchromatographie  an 
Kieselgel  gereinigt  werden.  Als  Laufmittel  der  Wahl  haben  sich  dabei  Gemische  aus 
Essigs￿ureethylester und n-Hexan bew￿hrt, welche mit 1% Triethylamin (TEA) versetzt 
wurden.  Die  Anwesenheit  von  Triethylamin,  wie  auch  eine  kurze  Verweildauer  der 
Phosphoramidite  (<1  Stunde)  auf  der  Kieselgels￿ule,  f￿hrten  zu  einer  deutlichen 
Reduzierung  der  Zersetzungsprodukte.  Die  als  Diastereoisomerengemische  im 
Verh￿ltnis  1:1  anfallenden  Phosphoramidite  wurden  als  wei￿e  Sch￿ume  isoliert.  Die 
benzyl-  (5),  2-phenylethyl-  (75),  3-phenylpropyl-  (76),  4-phenylbutyl-  (77)  und  2,4-
difluorbenzylmodifizierten  (83)  Phosphorylierer  wurden  mit  allen  vier  gesch￿tzten 
Nucleosiden zur Reaktion gebracht. Die daraus resultierenden Phosphoramidite 100-107 
und 112-119 kamen u.a. bei der Synthese der Antisense-Oligonucleotide zum Einsatz. 
Die  3-phenylpropylmodifizierten  Phosphoramidite  108-111  wurden  zur  Synthese  von 
Dimeren und der anschlie￿enden Strukturaufkl￿rung mittels NMR herangezogen.  
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Abb. 6.18  Weitere synthetisierte, modifizierte 2·-Desoxycytidin-Bausteine 121, 126-130 6  Chemische Synthese  72
Die weiteren modifizierten Phosphorylierer wurden aufgrund der gew￿hlten Sequenzen 
der  Modell-Oligonucleotide  nur  mit  dem  gesch￿tzten  2·-Desoxycytidin  zur  Reaktion 
gebracht.  In  Abbildung  6.18  sind  die  nicht  in  den  Syntheseschemata  6.16  und  6.17 
aufgef￿hrten, synthetisierten 2·-Desoxycytidin-Bausteine 121 und 126-130 aufgef￿hrt. 
 
 
6.3.5 
31P-NMR-Spektren der P(III)-Verbindungen 
 
Die Charakterisierung der synthetisierten Verbindungen erfolgte unter anderem mittels 
31P-NMR-Untersuchungen.  Die  erhaltenen  charakteristischen 
31P-NMR-Spektren  (
1H-
entkoppelt, gemessen in CDCl3) der stufenweise durchgef￿hrten Substitution von PCl3 
bis  hin  zum  arylalkylmodifizierten  Phosphoramidit  ist  anhand  der  3-
Phenylpropylmodifikation im folgenden dargestellt. Phosphortrichlorid weist bei 
31P-NMR-
Messungen eine chemische Verschiebung von 220,80 ppm auf. Durch die Einf￿hrung 
eines Arylalkylrestes wird das Signal signifikant in Richtung h￿heres Feld verschoben. 3-
Phenylpropyldichlorphosphan 51 zeigt eine chemische Verschiebung von 195,27 ppm 
(Abb. 6.19). Die Signale aller synthetisierten Arylalkyldichlorphosphane lagen im Bereich 
zwischen 180 und 200 ppm. Im Rahmen der Synthese wurden in den meisten F￿llen 
Arylalkylbromide  als  Ausgangsverbindungen  eingesetzt  (Kap.  6.3.1).  Der  Einschub  in 
Abbildung  6.19  zeigt  ein 
31P-NMR-Spektrum  nach  der  Synthese  von  3-
Phenylpropyldichlorphosphan 51 bei der nach der Ummetallierung auf die Abtrennung 
des  Niederschlages  verzichtet  wurde.  Als  Folge  davon  bildete  sich  durch 
Halogenaustausch zu etwa 15% (3-Phenylpropyl)bromchlorphosphan 131 aus. F￿r den 
folgenden  Reaktionsschritt  zum  (3-Phenylpropyl)(diisopropylamin)chlorphosphan  76 
konnte jedoch auch dieses Substanzgemisch eingesetzt werden. Wurde nicht vollst￿ndig 
unter  Feuchtigkeitsausschluss  gearbeitet  kommt  es  zu  einer  partiellen  Hydrolyse  der 
Verbindung.  Im 
31P-NMR-Spekrum  f￿hrt  dies  zu  einem  um  ca.  15  ppm  hochfeldig 
verschobenen Signal von (3-Phenylpropyl)(chlor)hydroxyphosphan 132.  
Der  zweite  Substitutionsschritt  zur  Synthese  von  (3-Phenylpropyl)(diisopropylamin) 
chlorphosphan 76 f￿hrt zu einer weiteren charakteristischen Verschiebung des 
31P-NMR-
Signals  zu  h￿herem  Feld  (Abb.  6.20).  Alle  synthetisierten  (Arylalkyl)(diisopropylamin) 
chlorphosphane  wiesen  ein 
31P-NMR-Signal  zwischen  133  und  142  ppm  auf. 
Erstaunlicherweise  zeigten  die  als  Diastereoisomerenpaar vorliegenden  Verbindungen 
jeweils nur ein Signal. 6  Chemische Synthese  73
 
Abb. 6.19 
31P-NMR-Spektrum  von  3-Phenylpropyldichlorphosphan  51.  Einschub:  Spektrum 
  nach  Ver￿nderung  der  Reaktionsf￿hrung  (Niederschlag  nach  der  Ummetallierung 
  nicht abgetrennt). 
 
 
Abb. 6.20 
31P-NMR-Spektrum (3-Phenylpropyl)(diisopropylamin)chlorphosphan 76 6  Chemische Synthese  74
Mit  der  Ankupplung  der  arylalkylmodifizierten  Phosphorylierungsreagenzien  an  die 
gesch￿tzten Nucleoside ist eine weitere signifikante Verschiebung des 
31P-NMR-Signals 
ins  h￿here  Feld  verbunden  (Abb.  6.21).  Die 
31P-NMR-Signale  lagen  bei  allen 
Phosphoramiditen  zwischen  116  und  129  ppm.  Die  Phosphoramidite  fielen  als 
Diastereoisomerengemische im Verh￿ltnis 1:1 an. In Abbildung 6.21 ist dies sehr gut am 
Beispiel  des  3·-O-[(3-Phenylpropyl)(diisopropylamin)]-2·-desoxy-5·-O-(4,4·-dimethoxy 
trityl)-N
4-isobutyrylcytidin 108 ersichtlich. 
 
 
Abb. 6.21 
31P-NMR-Spektrum  von  3·-O-[(3-Phenylpropyl)(diisopropylamin)]-2·-desoxy-5·-O-
  (4,4·-dimethoxytrityl)-N
4-isobutyrylcytidin 108 
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6.4 Arylalkylmodifizierte Nucleotid-Dimere 
 
 
6.4.1 Synthese der Dimere 
 
Im  Rahmen  dieser  Arbeit  wurden  drei  Dimere  mit  einer  internucleosidischen  3-
Phenylpropylphosphonatbindung synthetisiert. Die Wahl fiel dabei auf die Sequenzen 5·-
d(T3PpT),  5·-d(C3PpG)  und  5·-d(A3PpT),  da  die  analogen  Methylphosphonate  und 
Benzylphosphonate  bereits  untersucht  wurden.  Des  weiteren  wurde  ein  2,4-
difluorbenzylmodifiziertes 5·-d(CDFBG) Dimer synthetisiert. 
Die  f￿r  die  Dimersynthese  in  L￿sung  erforderliche  Aktivierung  der  Phosphoramidite 
erfolgte mittels Benzimidazoliumtriflat 134 (Hayakawa, 1996). Unter Verwendung dieses 
Aktivators konnten bei Dimersynthesen mit volumin￿sen R￿ckgratmodifikationen deutlich 
h￿here Kupplungsausbeuten als mit 1H-Tetrazol und 5-(p-Nitrophenyl)-1H-tetrazol (NPT) 
erzielt werden. Ferner l￿st sich Benzimidazoliumtriflat 134 hervorragend in Acetonitril, ist 
feuchtigkeitsunempfindlich  und  bei  Raumtemperatur  lagerf￿hig.  F￿r  die  Synthese  des 
Aktivators  wurde  Trifluormethansulfons￿ure  in  Methylendichlorid  gel￿st  und  das 
ebenfalls in CH2Cl2 gel￿ste Benzimidazol 133 langsam bei Raumtemperatur zugetropft 
(Abb. 6.22). Das dabei ausgefallene Benzimidazoliumtriflat 134 wurde abfiltriert und aus 
Essigester/Acetonitril (4:1) umkristallisiert. 
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Abb. 6.22  Synthese von Benzimidazoliumtriflat 134 
 
F￿r die Synthese der Dimere wurden jeweils die Phosphoramidite 108, 109 oder 110 
sowie die entsprechenden, an der 5·-Hydroxygruppe ungesch￿tzten Nucleoside 96 oder 
99  in  ￿quimolaren  Mengen  eingewogen.  Nach  Zugabe  von  2  ˜quivalenten 
Benzimidazoliumtriflat 134  wurde das Substanzgemisch 24 Stunden im Vakuum (10
-1 
mbar)  getrocknet.  Der  Reaktionsstart  erfolgte  durch  Zugabe  des  als  L￿sungsmittel 
verwendeten absoluten Acetonitrils (Abb. 6.23). Die Mischung wurde 45 Minuten unter 6  Chemische Synthese  76
Argonatmosph￿re bei Raumtemperatur ger￿hrt. Die Oxidation erfolgte durch Zugabe von 
3  ˜quivalenten  Tetrabutylammoniumperiodat,  welches  in  Methylenchlorid  suspendiert 
war  (Cosstick,  1990).  Die  Verwendung  von  tert-Butylhydroperoxid  (TBHP)  f￿r  den 
Oxidationsschritt  erwies  sich  als  ungeeignet,  da  sich  dadurch die  Ausbeute  drastisch 
verringerte. Nach 10-min￿tigem R￿hren wurde die Reaktion durch Zugabe von 5%iger 
Na2SO3-L￿sung  abgebrochen.  Im  Anschluss  wurde  weiter  aufgearbeitet  und  der 
R￿ckstand  an  Kieselgel  chromatographiert.  Die  pr￿parative  Trennung  der  jeweils  im 
Rohprodukt in einem Verh￿ltnis von 1,5:1 (Rp:Sp) gebildeten Diastereoisomerenpaare 
gelang  mittels  Normalphasen-HPLC  an  einer  Nucleoprep.  650x50  S￿ule.  F￿r  die 
Isomerentrennung  des  Dimers  5·-d(Ap3PpT)  135Rp/Sp  wurde  ein  isokratischer  Eluent 
aus  Essigs￿ureethylester/Isopropylamin  (10:0,5),  f￿r  5·-d(Tp3PpT)  136Rp/Sp  aus 
Methylacetat/Dioxan  (10:1)  und  f￿r  5·-d(Cp3PpG)  137Rp/Sp  von  (Methylacetat/Dioxan 
10:1)/Hexan (1:1) verwendet. 
Dem rascher eluierenden Isomer wird im folgenden die Rp-Konfiguration zugewiesen, 
dem  langsamer  eluierenden  Isomer  die  Sp-Konfiguration.  Auf  die  Zuordnung  der 
absoluten  Konfiguration  (Sp  oder  Rp)  wird  in  Kapitel  9.2  ausf￿hrlich  eingegangen. 
Aufgrund  von  Peak￿berlagerungen  bei  der  pr￿parativen  HPLC-Trennung  kam  es 
teilweise zu Ausbeuteverlusten.  
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Abb. 6.23  Synthese der 3-Phenylpropyl-R￿ckgrat modifizierten Dimere 135-137 Rp/Sp 
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Die Gesamtausbeute an diastereoisomerenreinen 3-phenylpropylmodifizierten Dimeren 
lag mit 50% f￿r 135, 47% f￿r 136 und 82% f￿r 137 jedoch teilweise deutlich ￿ber den 
Ausbeuten,  die  bei  der  Synthese  von  methyl-  und  benzylmodifizierten  Dimeren 
(Lehmann, 2001; Schweitzer, 1998) erzielt wurden. 
Die  Synthese  des  2,4-difluorbenzylmodifizierten  CG-Dimers  (5·-d(CpDFBG)  138Rp/Sp 
erfolgte  unter  den  gleichen  Reaktionsbedingungen  wie  f￿r  die  3-
phenylpropylmodifizierten  Dimere  135-137Rp/Sp  (Abb.  6.24).  Die  Trennung  des 
Isomerenpaares erfolgte ebenfalls mittels Normalphasen-HPLC unter Verwendung eines 
isokratischen Gradienten aus Methylacetat/Dioxan (10:1). Das Rp-konfigurierte Isomer 
138  konnte  mit  einer  Ausbeute  von  27%,  das  Sp-konfigurierte  Isomer  138  mit  einer 
Ausbeute von 23% isoliert werden. 
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Abb. 6.24  Synthese der 2,4-Difluorbenzyl-R￿ckgrat modifizierten CG-Dimere 138 Rp/Sp 
 
 
6.4.2 Entsch￿tzung / Synthese der Phosphoramidit-Dimere 
 
Die voll gesch￿tzten diastereoisomerenreinen Dimere 5·-(Ap3PpT) 135, 5·-(Tp3PpT) 136, 
5·-(Cp3PpG)  137  und  5·-(CpDFBG)  138  wurden  f￿r  die  Ermittlung  der  absoluten 
Konfiguration der Modifikation mittels 2D-ROESY-NMR herangezogen. Ferner sollten die 
voll  entsch￿tzten  Isomere  des  Dimeres  137  2D-ROESY-NMR  spektroskopisch 
untersucht  werden  (siehe  Kapitel  9.2.2).  Zudem  wurden  die  Dimere  137Rp/Sp  und 
138Rp/Sp in kupplungsf￿hige Phosphoramidite ￿berf￿hrt (Abb. 6.25 und 6.26). 6  Chemische Synthese  78
Der erste Schritt der Entsch￿tzung war die Abspaltung der 3·-Hydroxylschutzgruppe. Die 
w￿hrend  dieser  Arbeit  ausschlie￿lich  verwendete  tert-Butyldiphenylsilylschutzgruppe 
(TBDPS)  l￿sst  sich  leicht  und  selektiv  durch  die  Behandlung  mit  Tetrabutyl-
ammoniumfluorid  (TBAF)  entfernen.  Dabei  wurden  die  Dimere  137Rp,  137Sp  (Abb. 
6.26)  und  138Rp  und  138Sp  (Abb.  6.25)  in  absolutem  THF  gel￿st  und  bei  Raum-
temperatur  mit  TBAF-L￿sung  versetzt  (Smith,  1997).  Nach  ca.  einer  Stunde  war  die 
Abspaltung  beendet.  Die  nach  chromatographischer  Reinigung  erhaltenen  Ausbeuten 
lagen bei dem 3-phenylpropylmodifizierten CG-Dimer 139 bei 84% f￿r das Rp- und bei 
82% f￿r das Sp-konfigurierte Isomer. Im Falle des 5·-d(CpDFBG) Dimers 143 lagen die 
Ausbeuten jedoch f￿r beide Isomere unter 60%. D￿nnschichtchromatographisch lies sich 
allerdings keine Bildung von Nebenprodukten bzw. Zersetzungsprodukten nachweisen. 
Die  Ausbeuteverluste  sind  vermutlich  auf  die  chromatographische  Aufreinigung 
zur￿ckzuf￿hren.  
Die freie 3·-Hydroxylgruppe der Verbindungen 139Rp, 139Sp, 143Rp und 143Sp wurde 
mit  2-Cyanoethyl-N,N-diisopropylchlorphosphoramidit  [auch:  Phosphorigs￿uremono-(2-
cyanoethylester)-diisopropylamidchlorid]  zu  den  kupplungsf￿higen  Phosphoramiditen 
140Rp, 140Sp, 144Rp und 144Sp umgesetzt. Diese Reaktion kann vollst￿ndig analog 
zu der Phosphorylierung von monomeren Nucleosiden durchgef￿hrt werden. Die Dimere 
wurden  dabei  jeweils  in  absolutem  Methylendichlorid  gel￿st  und  mit  4  ￿q. 
Diisopropylethylamin versetzt. Zu dieser L￿sung wurde das Phosphorylierungsreagenz 
zugetropft.  Nach  einer  Reaktionszeit  von  2  bis  3  Stunden  wurde  die  Reaktion 
abgebrochen  und  der  Ansatz  aufgearbeitet.  Nach  s￿ulenchromatographischer 
Aufreinigung  an  Kieselgel  wurden  die  Phosphoramidit-Dimere  in  Ausbeuten  zwischen 
48%  und  78%  erhalten.  Die  Charakterisierung  der  als  Diastereoisomerenpaar 
entstandenen  Phosphoramidite  erfolgte  mittels 
1H-  und 
31P-NMR-Spektroskopie  sowie 
￿ber  ESI-MS-Messungen.  Die  Abspaltung  der  4,4·-Dimethoxytritylschutzgruppe  der 
Verbindungen  139Rp  und  139Sp  erfolgte  mittels  2%iger  Benzolsulfons￿ure.  Dazu 
wurden  die  Verbindungen  in  Methylendichlorid  gel￿st  und  mit  einer  2%igen 
Benzolsulfons￿ure-L￿sung (CH2Cl2/MeOH 7:3) versetzt. Nach 5 Minuten war die Schutz-
gruppe  jeweils  vollst￿ndig  entfernt.  Nach  Aufarbeitung  und  Chromatographie  an 
Kieselgel  konnten  die  Dimere  141Rp  in  52%iger  und  141Sp  in  75%iger  Ausbeute 
erhalten werden (Abb. 6.25). F￿r die Abspaltung der Aminoschutzgruppen wurden die 
Dimere mit 32%igem Ammoniak versetzt und 36 Stunden bei Raumtemperatur ger￿hrt. 
Der Ammoniak wurde abdestilliert und die vollst￿ndig entsch￿tzten Dimere 142Rp und 
142Sp mittels RP-HPLC (Elution mittels Wasser/Methanol) aufgereinigt. 6  Chemische Synthese  79
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Abb. 6.25  Synthese  der  3-Phenylpropyl-R￿ckgrat modifizierten,  voll  entsch￿tzten  CG-Dimere 
  142Rp  und  142Sp,  Synthese  der  3-Phenylpropyl-R￿ckgrat  modifizierten 
  Phosphoramidit-Dimere 140Rp und 140Sp 6  Chemische Synthese  80
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Abb. 6.26  Synthese  der  2,4-Difluorbenzyl-R￿ckgrat  modifizierten  Phosphoramidit-Dimere 
  144Rp und 144Sp 
 
 
6.4.2 
31P- 
1H-NMR-Spektren der P(V)-Verbindungen 
 
Alle  dargestellten  Dimere  wurden  mittels 
1H-  und 
31P-NMR-Spektroskopie  sowie  ESI-
Massenspektrometrie  charakterisiert.  Als  Beispiel  ist  in  Abbildung  6.27 das 
31P-NMR-
Spektrum des Sp-konfigurierten, 3-phenylpropylmodifizierten Dimers 142Sp dargestellt. 
In Abbildung 6.28 ist das entsprechende 
1H-NMR-Spektrum abgebildet. Die Zuordnung 
der  Signale  erfolgte  durch 
1H,
1H-COSY-NMR-Messungen.  Das  Spektrum  f￿r  die 
Substanz 142Sp ist im Anhang wiedergegeben. 
 
 
Abb. 6.27 
31P-NMR-Spektrum des isomerenreinen 3-phenylpropylmodifizierten Dimers 142Sp 6  Chemische Synthese  81
 
Abb. 6.28 
1H-NMR-Spektrum  (600  MHz,  (d6)-DMSO)  des  isomerenreinen  3-phenylpropyl-
  modifizierten Dimers 142Sp 
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Oligonucleotid-
Synthese 
7.1 Synthetisierte Oligonucleotide 
 
 
Alle w￿hrend dieser Arbeit synthetisierten DNA- und RNA-Oligonucleotide wurden nach 
der  Phosphoramidit-Methode  im  1,0  mol  Ma￿stab  an  einem  PerSeptive  Biosystems 
Synthesizer hergestellt. Der eingesetzte Synthesezyklus ist in Kapitel 1 erl￿utert und in 
Abb. 1.5 abgebildet. Es wurden vorgefertigte S￿ulen mit CPG-Tr￿germaterial, die das 
erste Nucleosid tragen, eingesetzt. F￿r die Darstellung unmodifizierter Oligonucleotide 
wurden  die  modellspezifischen  Syntheseprotokolle  ￿bernommen.  Bei  der  Synthese 
modifizierter  DNA-Oligonucleotide  wurde  die  Kupplungszeit  der  Amidite  von  30s  auf 
300s  verl￿ngert.  Alle  DNA-Oligonucleotidsynthesen  endeten  ohne  Abspaltung  der  5·-
Dimethoxytritylgruppe (DMTr-on),  w￿hrend bei der Darstellung von RNA-Str￿ngen die 
Schutzgruppe  entfernt  wurde  (DMTr-off).  Zur  besseren  ￿bersichtlichkeit  sind  die 
modifizierten Nucleotide, die in die DNA-Oligonucleotide eingebaut wurden, mit den in 
Abbildung 7.1 aufgef￿hrten Abk￿rzungen versehen. Der dick hervorgehobene Buchstabe 
gibt  Auskunft  ￿ber  die  Modifikation,  w￿hrend  der  hochgestellte  Buchstabe  f￿r  das 
jeweilige modifizierte Nucleosid (A, G, C, T) steht. 7  Oligonucleotid-Synthese  84
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Abb. 7.1  ￿bersicht der in Oligonucleotide eingebauten Phosphoramidit-Bausteine 
 7  Oligonucleotid-Synthese  85
So handelt es sich z.B. bei der Kombination H
C um ein 5-phenylpentylmodifiziertes 2·-
Desoxycytidin-Phosphoramidit, welches in das Oligonucleotid eingebaut wurde. F￿r die 
bessere Orientierung wurde(n) die Modifikationsstelle(n) in jeder Sequenz zus￿tzlich mit 
einem  Punkt  gekennzeichnet.  In  den  Tabellen  7.1-7.3  sind  alle  Sequenzen  der 
synthetisierten Oligonucleotide S01-S61 aufgef￿hrt. Bei den Str￿ngen S01-S19 handelt 
es  sich  um  nicht-selbstkomplement￿re  einfach  modifizierte  Hexamere  (Tab.  7.1).  Die 
Modifikationsstelle  sitzt  jeweils  in  der  Mitte  des  Oligonucleotids.  Im  Falle  der 
Dodecamere S20-S39 wurde die Modifikationsstelle innerhalb des Oligomers variiert. 
 
Tab. 7.1  Oligonucleotide ohne oder mit einfachem Einbau modifizierter Nucleotide 
CG-Hexamere  Dodecamere 
S01  5`-d(GCC GCG)  S20  5`-d(CAG GTC AAT CAT) 
S02  5·-d(CGC GGC)  S21  5·-d(ATG ATT GAC CTG) 
S03  5·-d(GCB
CGCG)  S22  5`-d(CAG GTB
CAAT CAT) 
S04  5·-d(GCD
CGCG)  S23  5`-d(CAG GTC AAT B
CAT) 
S05  5·-d(GCE
CGCG)  S24  5`-d(B
CAG GTC AAT CAT) 
S06  5·-d(GCF
CGCG)  S25  5`-d(CAG GTM
CAAT CAT) 
S07  5·-d(GCH
CGCG)  S26  5`-d(CAG GTC AAT M
CAT) 
S08  5·-d(GCI
CGCG)  S27  5`-d(M
CAG GTC AAT CAT) 
S09  5·-d(GCJ
CGCG)  S28  5`-d(CAG GTE
CAAT CAT) 
S10  5·-d(GCK
CGCG)  S29  5`-d(CAG GTC AAT E
CAT) 
S11  5·-d(GCL
CGCG)  S30  5`-d(E
CAG GTC AAT CAT) 
S12  5·-d(GCM
CGCG)  S31  5`-d(CAG GTI
CAAT CAT) 
S12/1  5·-d(GC144RpCG)  S32  5`-d(CAG GTC AAT I
CAT) 
S12/2  5·-d(GC144SpCG)  S33  5`-d(I
CAG GTC AAT CAT) 
S13  5·-d(GCN
CGCG)  S34  5`-d(CAG GTJ
CAAT CAT) 
S14  5·-d(GCO
CGCG)  S35  5`-d(CAG GTC AAT J
CAT) 
S15  5·-d(GCP
CGCG)  S36  5`-d(J
CAG GTC AAT CAT) 
S16  5·-d(GCQ
CGCG)  S37  5`-d(CAG GTK
CAAT CAT) 
S17  5·-d(GCR
CGCG)  S38  5`-d(CAG GTC AAT K
CAT) 
S18  5·-d(GCS
CGCG)  S39  5`-d(K
CAG GTC AAT CAT) 
S19  5·-d(GCCpSGCG)     
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Dabei  wurden  jeweils  die  mittlere-,  die  vorletzte-  (3·-Ende)  oder  die  letzte-  (5·-Ende) 
Phosphatgruppe modifiziert. Bei den Oligonucleotiden S19 (Tab. 7.1) und S57 (Tab. 7.3) 
wurden  Phosphorthioate  als  Modifikationen  eingebaut.  Die  Position  der  Modifikation 
innerhalb  der  Sequenz  ist  mit  pS  gekennzeichnet.  Die  Synthese  dieser  Oligomere 
erfolgte  routinem￿￿ig  nach  der  Phosphoramiditmethode.  F￿r  die  zu  modifizierende 
Phosphateinheit  wurde  f￿r  die  Oxidation  und  gleichzeitige  Beschwefelung  das 
Beaucages-Reagenz eingesetzt (siehe Kap. 3.2). Bei den Oligonucleotiden S12/1 und 
S12/2  wurden  die  in  L￿sung  synthetisierten  diastereoisomerenreinen  Phosphoramidit-
Dimere  144Rp  und  144Sp  (Kap.  6.2.4)  eingebaut.  Analog  wurde  bei  den 
Oligonucleotiden  S43/1  und  S43/2 verfahren. Dort  kamen  die  Phosphoramidit-Dimere 
140Rp und 140Sp zum Einsatz. 
 
Bei den Sequenzen S40-S44 handelt es sich um selbstkomplemt￿re CG-Hexamere die 
jeweils an der mittleren Position modifiziert wurden (Tab. 7.2). Die Oligonucleotide S45-
S49 wurden so gew￿hlt, dass diese nach der Hybridisierung mit dem Gegenstrang eine 
Ausbuchtung ergeben. 
 
Tab. 7.2  Synthetisierte  selbstkomplement￿re  CG-Hexamere  S40-S44  und  DNA-
  Oligonucleotide die nach der Hybridisierung eine Ausbuchtung ergeben S45-S49. 
Selbstkomplement￿re CG-Hexamere  Str￿nge mit Ausbuchtungen (engl.: bulges) 
S40  5`-d(CGC GCG)  S45  5·-d(CGT CAC GAC AT) 
S41  5`-d(CGB
CGCG)  S46  5·-d(ATG TCG GAC G) 
S42  5`-d(CGD
CGCG)  S47  5·-d(CGT CAH
CGAC AT) 
S43  5`-d(CGE
CGCG)  S48  5·-d(CGT CCG ACA T) 
S43/1  5`-d(CG140RpCG)  S49  5·-d(CGT CH
CG ACA T) 
S43/2  5`-d(CG140SpCG)     
S44  5`-d(CGH
CGCG)     
 
Bei den Sequenzen S50-S57 handelt es sich um 17mer Oligonucleotide, die bei den 
Antisense-Untersuchungen zum Einsatz kamen, w￿hrend die RNA-Str￿nge S59-S61 den 
RNAi-Versuchen  dienten.  Im  Falle  der  Str￿nge  S53-S57  wurden  jeweils  die  drei 
terminalen Phosphordiesterbr￿cken modifiziert. Auf die Hintergr￿nde f￿r die Auswahl der 
jeweiligen Sequenzen wird in den folgenden Kapiteln noch n￿her eingegangen. 7  Oligonucleotid-Synthese  87
Tab. 7.3  Oligonucleotide f￿r die Antisense-Untersuchungen S50-S58, Oligonucleotide f￿r die 
  RNAi-Untersuchungen S59-S61. 
Antisense- und RNAi-Oligonucleotide 
S50  5·-d(TGG TGC ACG GTC TAC GA) 
S51  5·-d(TCG TAG ACC GTG CAC CA) 
S52  5·-r(UCG UAG ACC GUG CAC CA) 
S53  5·-d(B
TB
GB
GTGC ACG GTC TB
AB
CB
GA) 
S54  5·-d(D
TD
GD
GTGC ACG GTC TD
AD
CD
GA) 
S55  5·-d(F
TF
GF
GTGC ACG GTC TF
AF
CF
GA) 
S56  5·-d(M
TM
GM
GTGC ACG GTC TM
AM
CM
GA) 
S57  5·-d(TpSGpSGpSTGC ACG GTC TApSCpSGpSA) 
S58  5·-r(GAG GUC UCG UAG ACC GUG CAC CAU GAG CAC) 
S59  5·-r(CUC AUG GUG CAC GGU CUA CGA TT) 
S60  5·-r(UCG UAG ACC GUG CAC CAU GAG TT) 
S61  5·-r(CUG AUG CUG CAC CGU GUA CGA TT) 
 
Die Effizienz der Kupplung wurde mittels eines im Oligonucleotid-Syntesizer integrierten 
Trityl-Monitors  verfolgt.  Dabei  wird  nach  jedem  Zyklus  die  Abspaltung  der  4,4·-
Dimethoxytritylgruppe  photometrisch  bei  498  nm  nach  einer  definierten  Zeiteinheit 
quantifiziert.  Die  Kupplungsausbeuten  der  modifizierten  Phosphoramidite  lagen  ￿ber 
98% und sind mit den Standardamiditen vergleichbar. Lediglich im Falle des (anthracen-
9-yl)propylmodifizierten  Phosphoramidits  K
C  betrug  die  Kupplungsausbeute  95%.  In 
Abbildung  7.2  sind exemplarisch  die  Daten der  Tritylabspaltung  anhand eines  mono-
modifizierten  Dodecamers  S34  und  eines  sechsfach  modifizierten  17mer  Antisense-
Oligonucleotids  S54  graphisch  dargestellt.  Die  terminale  4,4·-Dimethoxytritylgruppe 
wurde  bei  diesen  Synthesen  nicht  abgespalten.  Unter  den  Balken  ist  jeweils  das 
Nucleotid  angegeben,  von  welchem  die  Tritylgruppe  abgespalten  wurde.  Bei  den  mit 
Zahlen gekennzeichneten Balken (5-9) handelt es sich um die modifizierten Bausteine. 
Im  Falle  der  unmodifizierten  und  modifizierten  Guanosin-Phosphoramidite  kommt  es 
aufgrund  der  langsameren  Abspaltungsgeschwindigkeit  der  Schutzgruppe  zu  einer 
Verf￿lschung der  Bestimmung  des Wertes der  Kupplungsausbeute.  Dies  erkl￿rt  auch 
den erneuten Anstieg der Tritylausbeute nach der Ankupplung eines weiteren Nucleotids 
an Guanosin. 
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a)  b) 
   
Abb. 7.2  Bestimmung  der  Kupplungsausbeute  durch  photometrische  Messung  der 
  Dimethoxytritylabspaltung  in  3·5·-Richtung;  a)  einfach  3-(naphth-1-yl)propyl 
  modifiziertes  Dodecamer  S34,  5`-d(CAG  GTJ
CAAT  CAT)  und  b)  sechsfach  2-
  phenylethylmodifiziertes 17mer Antisense-Oligonucleotid S54, 5·-d(D
TD
GD
GTGC 
  ACG GTC TD
AD
CD
GA). 
 
 
 
7.2 Aufreinigung / Diastereoisomerentrennung 
 
 
Aufreinigung 
Die Aufreinigung der unmodifizierten RNA-Oligonucleotide S52 und S58-S61 wurde nach 
Standardbedingungen durchgef￿hrt. Die Vorgehensweise ist in Kapitel 12.2.2 erl￿utert. 
Im  Falle  von  unmodifizierten  DNA-Oligonucleotiden  wurden  die  Schutzgruppen  mit 
konzentriertem Ammoniak bei 60￿C innerhalb von 3 Stunden abgespalten. Die meisten 
modifizierten Oligonucleotide wurden ebenfalls mittels konz. Ammoniak entsch￿tzt. Die 
Abspaltung erfolgte dabei jedoch bei Raumtemperatur innerhalb von 24 Stunden. Die mit 
basenlabileren Modifikationen versehenen Oligonucleotide wurden nach einer Methode 
von  Hogrefe  entsch￿tzt  (Hogrefe,  1993).  Dabei  wurden  die  Oligonucleotide  mit  einer 
Mischung  aus  Ethylendiamin/Acetonitril/Ethanol/Wasser  (EDA-Mix)  im  Verh￿ltnis 
50:24:24:2  versetzt.  Nach  dreist￿ndiger  Inkubation  unter  Lichtausschluss  war  die 7  Oligonucleotid-Synthese  89
Abspaltung  beendet  und  die  L￿sung  wurde  durch  langsame  Zugabe  von  40%iger 
Essigs￿ure bei 0￿C neutralisiert. Mittels dieser Variante wurden die methyl-, 1-methyl-
naphthyl-  und  2,4-difluorbenzylmodifizierten  Oligonucleotide  entsch￿tzt.  Der  erste 
Aufreinigungsschritt der Oligonucleotide erfolgte in allen F￿llen mittels semipr￿parativer 
RP-HPLC  ￿ber  eine  DMTr-spezifische  POROS-R3-S￿ule.  Die  filtrierten 
ammoniakalischen L￿sungen, wie auch die neutralisierten EDA-Gemische konnten direkt 
auf die S￿ule aufgegeben werden. Mit Ausnahme der 17mer Antisense-Oligonucleotide 
S53-S57 erfolgte die Trennung innerhalb von 10 Minuten. W￿hrend dieser Zeit wurde ein 
Gradient von 0-40% Acetonitril in 0,1M TEAA-Puffer (pH 7,0) durchlaufen. Die Flussrate 
betrug 5ml/min. F￿r die Oligomere S53-S57 wurde ein Gradient von 0-60% Acetonitril in 
TEAA-Puffer  (pH  7,0)  gew￿hlt.  Abbildung  7.3  zeigt  ein  typisches  RP-HPLC-
Chromatogramm  eines DMTr-on  synthetisierten,  einfach  modifizierten  Oligonucleotids. 
Dabei  ist  sehr  gut  die  Retardierung  des  Produkts  zu  erkennen,  w￿hrend  die 
Fehlsequenzen ohne Dimethoxytritylgruppe signifikant rascher eluieren. 
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Abb. 7.3  RP-HPLC-Chromatogramm  des  einfach  3-(anthracen-9-yl)propylmodifizierten 
  Hexamers 5·-d(GCK
CGCG) S10; Aufreinigung ￿ber eine DMTr-spezifische POROS-
  R3-S￿ule. 
Im  Falle  der  modifizierten  Antisense-Oligonucleotide  S53-56  kam  es  aufgrund  der 
basischen Abspaltungsbedingungen zur teilweisen Spaltung der phenylalkylmodifizierten 7  Oligonucleotid-Synthese  90
Phosphatbr￿cken.  In  Abbildung  7.4  wird  dies  durch  die  h￿here  Intensit￿t  der 
Abbruchsequenzen bei einer Retentionszeit von ca. 6 Minuten widergespiegelt.  
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Abb. 7.4  RP-HPLC-Chromatogramm  des  sechsfach  2-phenylethylmodifizierten  Antisense-
  Oligonucleotids  5·-d(D
TD
GD
GTGC  ACG  GTC  TD
AD
CD
GA)  S54;  Aufreinigung 
  ￿ber eine DMTr-spezifische POROS-R3-S￿ule. 
 
Die  aufgereinigten  Oligonucleotide  wurden  nach  Entfernung  der  L￿sungsmittel  mit 
80%iger  Essigs￿ure  versetzt.  Nach  jeweils  30  Minuten  war  die  4,4·-Dimethoxy-
tritylgruppe vollst￿ndig abgespalten und die Essigs￿ure wurde mittels einer SpeedVac 
Anlage  entfernt.  Die  Oligonucleotide  wurden  in  1,0  M  Natriumchloridl￿sung 
aufgenommen und durch Zugabe von Ethanol innerhalb von 2 Stunden bei ￿80￿C gef￿llt. 
Alle  unmodifizierten  Oligonucleotide  konnten  nach  dieser  Aufarbeitung  sofort  f￿r  die 
weiteren  Untersuchungen  eingesetzt  werden.  Die  Antisense-Oligonucleotide  S53-S56 
mussten  nochmals  gereinigt  werden,  da  die  durch  die  basische  Behandlung 
entstandenen  3·-Abbruchsequenzen  n-1,  n-2  und  n-3  nicht  ￿ber  die  POROS-S￿ule 
abgetrennt werden konnten. Die Oligonucleotide wurden daf￿r auf eine LiChrospher RP-
18 S￿ule injiziert. F￿r die Trennung wurde ein Gradient von 0-60% Acetonitril in TEAA-
Puffer (pH 7,0) innerhalb von 30 Minuten verwendet.  
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Abb. 7.5  RP-HPLC-Chromatogramm des Antisense-Oligonucleotids S54 nach Abspaltung der 
  terminalen DMTr-Gruppe; Aufreinigung ￿ber eine LiChrospher RP-18-S￿ule. 
 
Diastereoisomerentrennung 
Die  Trennung  von  Diastereoisomeren  mittels  RP-HPLC  ist  bereits  f￿r  Benzyl-, 
Methylphosphonate und Phosphorthioate beschrieben (Lehmann, 2001; Lehmann, 1999; 
Schwarzer,  1997).  Aufgrund  der  Ausbildung  von  2
n  Diastereoisomeren  bei  n-fachem 
Einbau von R￿ckgratmodifikationen lassen sich nur einfach modifizierte Oligonucleotide 
gut  und  effektiv  trennen.  Oligonucleotide  mit  mehreren,  jedoch  nicht  direkt 
aufeinanderfolgenden,  diastereoisomerenreinen  Alkylphosphonatzentren  k￿nnen  ￿ber 
die Block-Kupplungsstrategie aufgebaut werden (L￿schner, 1990). ￿ber diese Methode 
wurden in der vorliegenden Arbeit zwei einfach modifizierte Oligonucleotide dargestellt. 
Zum  einen  das  2,4-difluorbenzylmodifizierte  Hexamer  S12  und  zum  anderen  das  3-
phenylpropylmodifizierte, selbstkomplement￿re Hexamer S43. Ersteres wurde mittels der 
Block-Strategie eingebaut, da die RP-HPLC-Trennung der diastereoisomeren Hexamere 
nicht m￿glich war. Im zweiten Fall stellte sich heraus, dass die Isomerentrennung bei 
einfach  modifizierten,  selbstkomplement￿ren  Oligonucleotiden  nur  in  kleinen  Mengen 
durchzuf￿hren  ist.  Da  die  Isomeren  S43Rp  und  S43Sp  in  folgenden  Arbeiten  mittels 
NMR  untersucht  werden  sollen  und  daf￿r  gr￿￿ere  Substanzmengen  vonn￿ten  sind, 
wurde auf die Block-Strategie zur￿ckgegriffen. 7  Oligonucleotid-Synthese  92
Die  Trennung  der  ￿brigen  Diastereomerenpaare  der  synthetisierten  Hexamere  und 
Dodecamere  gelang  mittels  RP-HPLC  an  einer  Purospher
  Star  RP-18e-S￿ule 
(￿endcapped￿)  (5m).  Es  wurde  jeweils  bei  einer  Flussrate von 1,0  ml/min  mit  einem 
Gradienten  aus  0,1M  TEAA-Puffer  (pH  7,0)  und  Acetonitril  gearbeitet.  Abbildung  7.6 
zeigt exemplarisch das HPLC-Chromatogramm einer Isomerentrennung. Der Gradient 
variierte  dabei  stark  in  Abh￿ngigkeit  der  Art  und  der  Position  der  Modifikation  im 
Oligonucleotid.  So  konnten  am  5·-Ende  modifizierte  Isomerenpaare  leichter  als  mittig 
modifizierte  getrennt  werden.  Diese  wiederum  konnten  einfacher  getrennt  werden  als 
Oligonucleotide  mit  Modifikationen  an  der  vorletzten  Phosphatbr￿cke.  In  allen  F￿llen 
konnte  jedoch  nahezu  eine  Basislinientrennung  erzielt  werden.  Die  eingesetzten 
Gradienten sind in Kapitel 12.2.2 tabellarisch aufgef￿hrt. 
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Abb. 7.6  RP-HPLC-Chromatogramm  der  Diastereoisomerentrennung  des  3-(naphth-1-
  yl)propylmodifizierten Dodecamers S34. 
 
Dem  rascher  eluierenden  Isomer  wurde  die  Rp-Konfiguration,  dem  langsamer 
eluierenden  Isomer  die  Sp-Konfiguration  zugeordnet.  (Smith,  1997,  Lebedev,  1993, 
L￿schner,  1990)  Dies  geschah  in  Analogie  zu  den  literaturbekannten 
Methylphosphonaten und Phosphorthioaten. Auf die Zuordnung der Konfiguration wird in 
Kapitel 9 noch n￿her eingegangen.  
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7.3 Charakterisierung der Oligonucleotide 
 
 
Die  durchgef￿hrten  Oligonucleotid-Synthesen  konnten  durch  Messung  der 
Molek￿lmassen der erhaltenen Oligonucleotide auf ihren Erfolg hin kontrolliert werden. 
Die  Retentionszeiten  der  RP-HPLC-Aufreinigung  ergeben  in  der  Regel  schon  einen 
Hinweis auf die korrekte Synthese, aber nicht den endg￿ltigen Beweis ￿ber die richtige 
L￿nge des Oligonucleotids. F￿r die Massenbestimmungen standen zwei Methoden zur 
Verf￿gung.  Dies  waren  die  Electrospray-Ionisation-  (ESI)  und  die  matrixunterst￿tzte 
Laserdesorption/Ionisation  Massenspektrometrie  (matrix-assited  laser  desorption/ 
ionisation, MALDI) welches mit einem Flugzeitmassenspektrometer (time of flight, TOF) 
gekoppelt  war.  Beide  Methoden  erm￿glichen  die  unfragmentierte  Analyse  von 
Oligonucleotiden  mit  hoher  Empfindlichkeit.  Aufgrund  der  geringeren  Empfindlichkeit 
gegen￿ber  Salzen  wurden  die  Oligonucleotide  ausschlie￿lich  mit  MALDI-TOF-
Massenspektrometrie untersucht (Fitzgerald, 1995, Bahr, 1994). 
In  den  Abbildungen  7.7  und  7.8  sind  beispielhaft  zwei  MALDI-TOF-Massenspektren 
abgebildet.  Abbildung  7.7  zeigt  das  Spektrum  des  einfach  3-(naphth-1-yl)propyl-
modifizierten  Dodecamers  S35Sp.  Die  gefundene  Masse  stimmt  sehr  gut  mit  der 
berechneten  ￿berein.  Bei  den  weiteren  Signalen  handelt  es  sich  um  das  doppelt 
geladene  Ion  [M-2H]
2-  beziehungsweise  um  das  Dimer  mit  einer  Ladung  [2M-H]
-. 
Abbildung  7.8  zeigt  das  MALDI-Spektrum  des  sechsfach  modifizierten  Antisense-
Oligonucleotids S54. Alle berechneten und gefundenen Massen der Oligonucleotide sind 
in Kapitel 12.2.2 tabellarisch aufgef￿hrt. Bei einigen Str￿ngen konnte nur die Masse des 
Natrium- oder Ammoniumaddukts gefunden werden. Da die bestimmten Massen aber 
relativ genau den Addukten entsprechen, kann davon ausgegangen werden, dass die 
Oligonucleotide in der gew￿nschten Sequenz vorliegen.  7  Oligonucleotid-Synthese  94
 
Abb. 7.7  MALDI-TOF-Spektrum  des  einfach  3-(naphth-1-yl)propylmodifizierten  Dodecamers 
  S35Sp; Berechnete Masse: 3782,7 [M-H]
-. 
 
 
Abb. 7.8  MALDI-TOF-Spektrum des sechsfach 2-phenylpropylmodifizierten 17mer Antisense-
  Oligonucleotids S54; Berechnete Masse: 5929,8 [M-H]
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Weiterhin wurde die Reinheit sowie die vollst￿ndige Diastereoisomerentrennung mittels 
RP-HPLC ￿berpr￿ft. Dazu wurden ca. 0,2 OD auf eine analytische Purospher
 Star RP-
18e-S￿ule (5m) injiziert und mit einem Gradienten aus 0,1 M TEAA-Puffer (pH 7,0) und 
Acetonitril  eluiert.  Diese  Untersuchungen  dienten  ebenfalls  zur  Bestimmung  der 
Lipophilie der Oligonucleotide (Kap. 8.4, Kap. 10.4). In Abbildung 7.9 ist das erhaltene 
HPLC-Chromatogramm des Antisense-Oligonucleotids S54 abgebildet. Es ist deutlich zu 
erkennen, dass die n-1, n-2 und n-3 Abbruchsequenzen vollst￿ndig abgetrennt werden 
konnten (vgl. Abb. 7.5).  
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Abb. 7.9  RP-HPLC-Chromatogramm des aufgereinigten Antisense-Oligonucleotids S54. 
 
Zur  weiteren  ￿berpr￿fung  der  Reinheit  der  Antisense-Oligonucleotide  wurde  eine 
analytische denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) durchgef￿hrt (Abb. 
7.10).  F￿r  die  unmodifizierten  und  modifizierten  17mer  Antisense-Oligonucleotide  hat 
sich  die  durch  ein  15%iges  Polyacrylamid-Gel  gebildete  Vernetzung  als  optimal 
herausgestellt.  Als  Laufpuffer  wurde  ein  Boratpuffer  (TBE)  verwendet.  Das 
Polyacrylamid-Gel wurde mittels Silberf￿rbung entwickelt. Es zeigt die gute Reinheit der 
synthetisierten Oligonucleotide. Erwartungsgem￿￿ ist die Laufh￿he des unmodifizierten 
Oligomers S50 nahezu identisch mit dem Phosphorthioat S57. Die 2-phenylethyl- S45 7  Oligonucleotid-Synthese  96
und  4-phenylbutylmodifizierten  S55  Oligonucleotide  zeigen  aufgrund  ihres  h￿heren 
Molekulargewichtes und der geringeren Ladung eine k￿rzere Laufgeschwindigkeit. 
 
 
Abb. 7.10  Analytisches  Polyacrylamid-Gel  (15%  PAA)  nach  Silberf￿rbung.  Aufgetragen 
  wurden die Antisense-Oligonucleotide S50, S54-S57. 
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Eigenschaften 
der 
Oligonucleotide 
8.1 Bestimmung der Duplex-Schmelztemperaturen 
 
 
Die  Schmelztemperaturen  der  Oligonucleotid-Duplexe  (Tm-Werte)  wurden  w￿hrend 
dieser Arbeit mit Hilfe der UV-Spektroskopie bestimmt. Unter dem Schmelzpunkt eines 
Duplex versteht man die Temperatur, bei der genau die H￿lfte der Oligonucleotide in 
einer  Probe  als  Duplexe  vorliegen.  Die  andere  H￿lfte  der  Duplexe  sind  bei  dieser 
Temperatur schon aufgeschmolzen und die Oligonucleotide liegen als Einzelstr￿nge vor. 
Der  Schmelzvorgang  kurzer  Oligonucleotid-Duplexe  unterliegt  dabei  dem  ￿Alles-oder-
Nichts-Modell￿. Bei dem ￿bergang von geordneter zu ungeordneter Struktur kommt es 
zu einer Zunahme der Extinktion, was als Hyperchromizit￿t bezeichnet wird. Mittels der 
temperaturabh￿ngigen UV-Spektroskopie kann somit der Tm-Wert eines Oligonucleotid-
Duplexes bestimmt werden. Der Schmelzpunkt eines Duplexes ist sowohl abh￿ngig von 
der  Basenzusammensetzung,  der  Sequenz  und  der  Kettenl￿nge,  als  auch  von  der 
Salzkonzentration  und  dem  pH-Wert  der  L￿sung  (Puglisi,  1989).  Eine  hohe  Salz-
konzentration (4 M NaCl) f￿hrt zu einer deutlichen Erh￿hung der Schmelztemperatur. Im 8  Eigenschaften der Oligonucleotide  98
Rahmen dieser Arbeit wurden alle Tm-Werte in einem 10 mM Phosphatpuffer (pH 7,0), 
der 140 mM Natriumchlorid enthielt, gemessen.  
Das Ausma￿ der Hyperchromizit￿t ist sequenz- und wellenl￿ngenabh￿ngig. Je h￿her die 
Hyperchromizit￿t  ist,  desto  exakter  lassen  sich  die  Tm-Werte  bestimmen.  In  helicalen 
Oligonucleotiden  betr￿gt  diese  gew￿hnlich  15-30%.  In  dieser  Arbeit  wurde  f￿r  jeden 
Modell-Oligonucleotid-Duplex das Maximum der Hyperchromizit￿t bestimmt. Daf￿r wurde 
jeweils von den unmodifizierten Duplexen zwischen 5￿C und 65￿C - in Schritten von 5￿C 
- Wellenl￿ngenscans im Bereich von 350-210 nm durchgef￿hrt. In Abbildung 8.1 sind 
diese von den unmodifizierten Duplexen S01-S02 sowie S20-S21 dargestellt. Im Falle 
des  aus CG-Basenpaaren bestehenden Duplex  S01-S02  liegt  das  Hyperchromizit￿ts-
Maximum  bei  274  nm,  w￿hrend  der  aus  allen  vier  nat￿rlichen  Nucleosiden 
zusammengesetzte Duplex S20-S21 ein Maximum von 260 nm aufweist. Aufbauend auf 
diese Ergebnisse wurden alle Tm-Werte der CG-Hexamere bei 274 nm bestimmt. Die 
Schmelzpunkte der anderen Oligonucleotid-Duplexe wurden bei 260 nm gemessen. 
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Abb. 8.1  Bestimmung  der  Hyperchromizit￿ts-Maxima,  a)  Hexamer-Duplexes  S01-S02,  b) 
  Dodecamer-Duplex S20-S21 
 
Die UV-Schmelzkurven wurden mittels eines Zweistrahl UV/VIS-Spektralphotometer der 
Firma Varian aufgenommen. F￿r die Messung wurde die Probenk￿vette mit Puffer bef￿llt 
und  beide  zu  untersuchenden  Str￿nge  in  gleicher  Konzentration  einpipettiert.  Die 
Konzentration variierte in Abh￿ngigkeit der Oligonucleotidl￿nge und ist im folgenden bei 
den  Ergebnisdiskussionen  angegeben.  Details  zur  Durchf￿hrung  der  UV-
Schmelzexperimente  sind  in  Kapitel  12.2.4  wiedergegeben.  Die  Bestimmung  der 
Schmelzpunkte erfolgte durch computerunterst￿tzte Anpassung unter Verwendung des 8  Eigenschaften der Oligonucleotide  99
Programms  SigmaPlot  8.0  bzw.  dessen  Vorg￿ngerversionen  (Parsch,  1999;  Parsch, 
2001;  Schweitzer,  1998).  Alle  Daten  wurden  mittels  einer  Doppelmessung  bestimmt. 
Variierten  die  erhaltenen  Tm-Werte  mehr  als  0,2￿C  wurden  weitere  Messungen 
durchgef￿hrt.  
Im  folgenden  werden  die  erhaltenen  Tm-Werte  der  einfach  modifizierten  Modell-
Oligonucleotid-Duplexe diskutiert. Zur besseren ￿bersichtlichkeit sind die modifizierten 
Phosphatgruppen,  welche  sich  durch  den  Einbau  der  jeweiligen  Phosphoramidite 
ergaben (siehe Kapitel 7.1), nochmals in Abbildung 8.2 aufgef￿hrt. 
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Abb. 8.2  Synthetisierte R￿ckgrat-Modifikationen mit den verwendeten Abk￿rzungen 
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8.1.1 Tm-Werte modifizierter Hexamere 
 
Als  erstes  wurde  der  Duplex  aus  den  Oligonucleotiden  5·-d(GCCGCG)  S01  und  5·-
d(CGCGGC)  S02  untersucht.  Alle  synthetisierten  Modifikationstypen  wurden  in  die 
mittlere Position des Oligonucleotids 5·-d(GCCGCG) S01 eingebaut. Die Position der 
Modifikation  ist  in  jeder  Sequenz  mit  einem  Punkt  markiert  (siehe  Kapitel  7.1).  Die 
erhaltenen Oligonucleotide S03Rp bis S19Rp sowie S03Sp bis S19Sp wurden mit dem 
Gegenstrang  S02  hybridisiert  und  die  Schmelzkurve  der  Duplexe  aufgenommen.  Die 
Einzelstrangkonzentration  betrug  bei  allen  Messungen  9,0  M,  was  in  etwa  einer 
optischen Dichte (OD) von 0,5, bei einer Wellenl￿nge von 260 nm entsprach. In allen 
F￿llen konnte eine sigmoidale Schmelzkurve erhalten werden. In Abbildung 8.3 sind die 
Schmelzkurven  f￿r  die  Rp-konfigurierten,  phenylalkylmodifizierten  Duplexe  dargestellt. 
Die modifizierten Duplexe zeigen dabei nur eine geringe, unspezifische ˜nderung der 
Hyperchromizit￿t gegen￿ber dem unmodifizierten Duplex S01-S02. 
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Abb. 8.3  Schmelzkurven des unmodifizierten DNA-Duplex S01-S02 und der Rp-konfigurierten 
  phenylalkylmodifizierten Duplexe S02-S03Rp bis S07Rp 8  Eigenschaften der Oligonucleotide  101
Die aus den Schmelzkurven ermittelten Tm-Werte sind in Tabelle 8.1 und Tabelle 8.2 
wiedergegeben.  Die  Unterteilung  liegt  dabei  in  unsubstituierten  (Tab.  8.1)  und 
substituierten (Tab. 8.2) Arylalkylmodifikationen. 
F￿r den unmodifizierten Duplex S01-S02 wurde ein Tm-Wert von 44,3￿C bestimmt. Die 
als Vergleichsmodifikationen synthetisierten Phosphorthioate pS und Methylphosphonate 
S zeigen literaturbekannte Schmelzeigenschaften. In beiden F￿llen weist der Duplex mit 
der Rp-konfigurierten Modifikation einen h￿heren Tm-Wert auf als sein Sp-Analogon. Alle 
vier Tm-Werte liegen jedoch unter dem des unmodifizierten Stranges S01-S02. Auch bei 
den  Benzylphosphonaten  B  ist  der  Rp-konfigurierte  Duplex  stabiler  als  der  Sp-
konfigurierte  Duplex.  Jedoch  kommt  es  im  Falle  des  Duplexes  S02-S03Rp  zu  einer 
signifikanten Erh￿hung des Tm-Wertes von 1,2￿C im Vergleich zum Mutterstrang. Grund 
hierf￿r d￿rfte eine zus￿tzliche attraktive Wechselwirkung zwischen dem Phenylring und 
dem Oligonucleotidr￿ckgrat sein. Im weiteren Sinne kann man dabei von einer ￿Groove-
Bindung￿ sprechen.  
 
Tab. 8.1  Tm-Werte  der  nicht  selbstkomplement￿ren  CG-Hexamere.  Gemessen  in  10  mM 
  Phosphatpuffer  (pH  7,0)  bei  einer  Wellenl￿nge  von  274  nm,  Einzelstrang-
  konzentration: 9,0 M, Fehlergrenze: 0,2￿C. 
Rp-konfiguriertes Isomer  Sp-konfiguriertes Isomer  Modifikations- 
typ (Abb. 8.2) 
Duplex 
Tm [￿C]  Tm [￿C]  Tm [￿C]  Tm [￿C] 
unmodifiziert  S01-S02  Tm = 44,3￿C 
pS  S02-S19  43,0  -1,3  41,9  -2,4 
S  S02-S18  43,2  -1,1  39,9  -4,4 
B  S02-S03  45,5  +1,2  41,0  -3,3 
D  S02-S04  37,8  -6,5  39,8  -4,5 
E  S02-S05  37,1  -7,2  39,3  -5,0 
F  S02-S06  36,6  -7,7  38,9  -5,4 
H  S02-S07  36,2  -8,1  38,9  -5,4 
I  S02-S08  46,0  +1,7  40,8  -3,5 
J  S02-S09  34,4  -9,9  36,8  -7,5 
K  S02-S10  30,0  -14,3  31,7  -12,6 
L  S02-S11  36,4  -7,9  34,2  -10,1 
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Die  postulierte  --Wechselwirkungen  werden  durch  die  Tm-Werte  der  (naphth-1-
yl)methylmodifizierten  Duplexe  I  untermauert.  Aufgrund  des  gr￿￿eren  Ringsystems 
kommt  es  zu  einer  Schmelzpunkterh￿hung  des  Duplexes  mit  der  Rp-konfigurierten 
Modifikation S02-S08Rp um 1,7￿C im Vergleich zum unmodifizierten und um 0,5￿C zum 
benzylmodifizierten Duplex S02-S03Rp. Es kann zudem festgestellt  werden, dass bei 
r￿umlich  anspruchsvolleren  Modifikationen  die  Tm-Wert-Differenz  zwischen  den 
Isomeren  deutlich  zunimmt.  Erstaunlicherweise  zeigen  der  Rp-  wie  auch  der  Sp-
konfigurierte  2-naphtoxymodifizierte  Duplex  S02-S11  im  Vergleich  zu  den  (naphth-1-
yl)methylmodifizierten Duplexen S02-S08 deutlich geringere Tm-Werte (Tab. 8.1). 
Betrachtet  man  die  Schmelzpunkte  der  2-phenylethyl-  (D),  3-phenylpropyl-  (E),  4-
phenylbutyl-  (F),  und  5-phenylpentylmodifizierten  (H)  Hexamer-Duplexe  ergeben  sich 
signifikante Unterschiede zum benzylmodifizierten Pendant B. In allen F￿llen weisen hier 
die Duplexe mit der Sp-konfigurierten Modifikation deutlich h￿here Schmelzpunkte auf 
als diejenigen mit der Rp-konfigurierten Modifikation (Abb. 8.4). Beide Isomere zeigen 
jedoch jeweils deutlich niedrigere Tm-Werte als der unmodifizierte Duplex S01-S02. 
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Abb. 8.4  Tm-Werte  der  phenylalkylmodifizierten  Oligonucleotid-Duplexe  in  Abh￿ngigkeit  der 
  Alkylkettenl￿nge. Der Tm-Wert des unmodifizierten Hexamer-Duplex S01-S02 betr￿gt 
  44,3￿C. 
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Die  Umkehrung  der  Stabilit￿tsreihenfolge  RpSp  ist  mit  der  Verl￿ngerung  der 
Alkylkettenl￿nge von Benzyl (n=1) zu 2-Phenylethyl (n=2) verbunden. Vergleicht man die 
Sp- wie auch die Rp-konfigurierten Duplexe von S02-S04, S02-S05, S02-S06, S02-S07 
untereinander sind die Tm-Wert-Unterschiede nur noch gering. In Abbildung 8.4 ist dies 
zur Veranschaulichung graphisch dargestellt. Mit der Verl￿ngerung der Alkylkettenl￿nge 
ergibt sich f￿r den Phenylring der Sp-konfigurierten Modifikation die M￿glichkeit mit dem 
Oligonucleotid-R￿ckgrat in Wechselwirkung zu treten, was eine Stabilisierung gegen￿ber 
dem  Rp-konfigurierten  Pendant  bewirkt.  Dies  verdeutlichen  auch  Raummodelle  bei 
denen ersichtlich wird, dass die l￿ngerkettigen, Rp-konfigurierten Modifikationen in die 
w￿ssrige  L￿sung  hinaus  stehen,  w￿hrend  die  Sp-konfigurierten  Modifikationen  die 
M￿glichkeit  haben  mit  dem  Duplex-R￿ckgrat  in  Wechselwirkung  zu  treten  (Lehmann, 
2001).  Eine  Interkalation  ist,  vermutlich  aufgrund  der  hohen  Elektronendichte  des 
aromatischen Ringsystems, nicht m￿glich. Mit der 3-(Naphth-1-yl)propyl- (J) und der 3-
(Anthracen-9-yl)propylmodifikation  (K)  sollte  der  Einfluss  der  Ringgr￿￿e  bei  l￿ngerer 
Alkylkette auf die Duplex-Stabilit￿t untersucht werden. 
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Abb. 8.5  Tm-Werte  der modifizierten  Oligonucleotid-Duplexe  in  Abh￿ngigkeit  der  Ringgr￿￿e 
  des aromatischen Systems. 
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Erstaunlicherweise zeigen die Duplexe eine deutliche Tm-Wert-Erniedrigung. Auch hier 
ergeben  die  Sp-konfigurierten  Modifikationen  h￿here  Schmelzpunkte  als  die  Rp-
konfigurierten,  jedoch  mit  zunehmender  Ringgr￿￿e  von  Phenyl  ￿ber  Naphthyl  zu 
Anthracenyl nehmen die Schmelzwerte drastisch ab (Tab. 8.1). Dies steht im Gegensatz 
zu  den  Resultaten  die  mit  den  benzyl-  (B)  und  (naphth-1-yl)methylmodifizierten  (I) 
Duplexen S02-S03, S02-S08 erhalten wurden. F￿r die bessere Veranschaulichung sind 
diese Ergebnisse in Abbildung 8.5 nochmals graphisch aufgearbeitet. 
In  Tabelle  8.2  sind  die  Tm-Werte  der  ringsubstituierten  phenylalkylmodifizierten 
Oligonucleotid-Duplexe aufgef￿hrt und in Abbildung 8.6 graphisch dargestellt. Wie bei 
den  Benzylphosphonaten  (B)  zeigen  auch  hier  die  Rp-konfigurierten  Duplexe  h￿here 
Schmelzpunkte  als  die  Sp-konfigurierten  Isomere.  Im  Falle  der  l￿ngerkettigen  4-(p-
fluorphenyl)butylmodifizierten  Duplexe  S02-S17  dreht  sich  diese  Stabilit￿tsreihenfolge 
erneut um. Bei der Einf￿hrung der p-Methylbenzylmodifikation (O) kommt es zu einer 
signifikanten  Erniedrigung  des  Tm-Wertes  beider  Isomere  im  Vergleich  zu  den 
Benzylphosphonat-Duplexen S02-S03 und dem unmodifizierten Mutterstrang S01-S02. 
 
Tab. 8.2  Tm-Werte  der  nicht  selbstkomplement￿ren  CG-Hexamere.  Gemessen  in  10  mM 
  Phosphatpuffer  (pH  7,0)  bei  einer  Wellenl￿nge  von  274  nm,  Einzelstrang-
  konzentration: 9,0 M, Fehlergrenze: 0,2￿C. 
Rp-konfiguriertes Isomer  Sp-konfiguriertes Isomer  Modifikations- 
typ (Abb. 8.2) 
Duplex 
Tm [￿C]  Tm [￿C]  Tm [￿C]  Tm [￿C] 
unmodifiziert  S01-S02  Tm = 44,3￿C 
B  S02-S03  45,5  +1,2  41,0  -3,3 
O  S02-S14  40,7  -3,6  37,9  -6,4 
Q  S02-S16  36,9  -7,4  36,3  -8,0 
P  S02-S15  43,2  -1,1  38,2  -6,1 
N  S02-S13  43,3  -1,0  38,8  -5,5 
F  S02-S06  36,6  -7,7  38,9  -5,4 
R  S02-S17  35,1  -9,2  37,4  -6,9 
M  S02-S12  46,0  +1,7  41,5  -2,8 
 
Diese  Tm-Wert-Erniedrigung  ist  auf  die  gest￿rte  Wechselwirkung  des  aromatischen 
Systems  mit  dem  Oligonucleotid-R￿ckgrat  zur￿ckzuf￿hren.  Die  Betrachtung  der 
Schmelzpunkte der p-(t-butyl)benzylmodifizierten Duplexe (Q) best￿tigt diese Erkl￿rung. 8  Eigenschaften der Oligonucleotide  105
Die sterisch ￿u￿erst anspruchsvolle tert-Butylgruppe f￿hrt dabei zu einer Reduzierung 
des  Tm-Wertes  des  Rp-konfigurierten  p-(t-Butyl)benzylphosphonates  S02-S16Rp  um 
8,6￿C  im  Vergleich  zum  Rp-konfigurierten  Benzylphosphonat  S02-S03Rp.  Zudem 
betr￿gt der Tm-Wert-Unterschied zwischen dem Rp- und Sp-konfiguriertem Isomer S02-
S16 nur noch 0,6￿C, w￿hrend bei den Benzylisomeren S02-S03Rp und S02-S03Sp eine 
Differenz von 4,5￿C ermittelt wurde. Im Falle der p-Methoxybenzylphosphonate (P) f￿llt 
die  Destabilisierung  der  entsprechenden  Duplexe  geringer  aus.  Vor  allem  das  Rp-
konfigurierte Isomer S02-S15Rp zeigt lediglich eine Tm-Wert-Erniedrigung von 1,1￿C im 
Vergleich zum unmodifizierten Duplex S01-S02. Die signifikanteste Tm-Wert-Steigerung 
konnte mit dem Rp-konfigurierten 2,4-Difluorbenzylphosphonat S02-S12Rp beobachtet 
werden. 
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Abb. 8.6  Tm-Werte  der  unterschiedlich  ringsubstituierten  benzylmodifizierten 
  Oligonucleotid-Duplexe. 
 
Der Schmelzpunkt dieses Hexamers betr￿t 46,0￿C, was einer Erh￿hung von 1,7￿C im 
Vergleich zum unmodifizierten Duplex S01-S02 entspricht. Der hohe Tm-Wert ist auf die 
besonders  ausgepr￿gten  --Wechselwirkungen  zwischen  dem  Ringsystem  und  dem 
Oligonucleotid zur￿ckzuf￿hren. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit den Resultaten die 8  Eigenschaften der Oligonucleotide  106
von  Parsch  ermittelt  wurden  (Parsch,  2000;  Parsch,  2002).  Dabei  zeigte  das  2,4-
Difluorbenzol als Basen-Analogon hervorragende Stacking-Eigenschaften. Erstaunlicher-
weise ergab das p-Fluorbenzylphosphonat S02-S13Rp keinen stabilisierenden Effekt auf 
den resultierenden Duplex. 
 
Die  Benzyl-  (B),  2-Phenylethyl-  (D),  3-Phenylpropyl-  (E)  und  5-
Phenylpentylmodifikationen  (H)  wurden  zudem  in  die  mittlere  Position  des 
selbstkomplement￿ren Hexamers 5·-d(CGCGCG) eingebaut und die resultierenden Tm-
Werte gemessen (Tab. 8.3). Die ermittelten Ergebnisse stehen dabei im Einklang mit 
denen  f￿r  das  nicht  selbstkomplement￿re  CG-Hexamer  gefundenen  Daten.  Da  die 
selbstkomplement￿ren Duplexe jeweils zwei Modifikationen tragen, fielen die Tm-Wert-
Unterschiede in der Regel deutlich h￿her aus. Es konnte nahezu ein additiver Effekt der 
Tm-Wert-Differenzen  im  Vergleich  zu  den  entsprechenden  einfach  modifizierten,  nicht 
selbstkomplement￿ren CG-Hexameren ermittelt werden.  
 
Tab. 8.3  Tm-Werte  der  selbstkomplement￿ren  CG-Hexamere.  Gemessen  in  10  mM 
  Phosphatpuffer (pH 7,0) bei einer Wellenl￿nge von 274 nm, Konzentration: 18,0 M, 
  Fehlergrenze: 0,2￿C. 
Rp-konfiguriertes Isomer  Sp-konfiguriertes Isomer  Modifikations- 
typ (Abb. 8.2) 
Duplex 
Tm [￿C]  Tm [￿C]  Tm [￿C]  Tm [￿C] 
unmodifiziert  S40  Tm = 49,1￿C 
B  S41  49,8  +0,7  47,2  -1,9 
D  S42  33,0  -16,1  40,9  -8,2 
E  S43  31,6  -17,5  40,5  -8,6 
H  S44  32,3  -16,8  40,6  -8,5 
 
Im  Falle  des  Benzylphosphonats  S41Rp  konnte  eine  Erh￿hung  des  Tm-Wertes  im 
Vergleich  zum  unmodifizierten  Duplex  S40  festgestellt  werden,  w￿hrend  das  Sp-
konfigurierte Pendant einen niedrigeren Schmelzpunkt aufweist. Die Verl￿ngerung der 
Alkylkettenl￿nge bei den Modifikationen B, D und H f￿hrt wiederum zu einem Wechsel 
der  Stabilit￿tsreihenfolge  RpSp.  Die  Sp-konfigurierten  Duplexe  S42Sp,  S43Sp  und 
S44Sp weisen h￿here Tm-Werte auf als die entsprechenden Rp-konfigurierten Duplexe 
S42Rp, S43Rp und S44Rp. Beide Isomere zeigen dabei jeweils eine signifikante Tm-
Wert-Erniedrigung im Vergleich zum unmodifizierten Duplex S40.  8  Eigenschaften der Oligonucleotide  107
8.1.2 Tm-Werte modifizierter Dodecamere 
 
Um den Einfluss der Modifikationsstelle im Oligonucleotid auf die Schmelztemperaturen 
der resultierenden Duplexe zu untersuchen, wurde ein Dodecamer-Modell-Oligonucleotid 
gew￿hlt und jeweils an drei unterschiedlichen Positionen modifiziert.  
Die Modifikationsstellen lagen a) in der mittigen Position 5·-d(CAGGTCAATCAT), b) an 
der vorletzten Position des 3·-Endes 5·-d(CAGGTCAATCAT) und c) am 5·-Ende 5·-
d(CAGGTCAATCAT). Die jeweilige Modifikationsstelle in der Sequenz ist durch einen 
Punkt  gekennzeichnet.  Es  wurden  die  Benzylphosphonate  (B),  2,4-Difluorbenzyl-
phosphonate (M), (Naphth-1-yl)methylphosphonate (I), 3-Phenylpropylphosphonate (E), 
3-(Naphth-1-yl)propylphosphonate (J) und die 3-(Anthracen-9-yl)propylphosphonate (K) 
synthetisiert  und  die  Tm-Werte  der  entsprechenden  diastereoisomerenreinen  Duplexe 
gemessen (Tab. 8.4). 
Die Schmelzpunkte der an der mittleren Position modifizierten Oligonucleotid-Duplexe 
(a) stehen im Einklang mit den Ergebnissen, die im Falle der CG-Hexamere (Kap. 8.1.1) 
ermittelt wurden. Im Falle der Benzylphosphonate (B), 2,4-Difluorbenzylphosphonate (M) 
und (Naphth-1-yl)methylphosphonate (I) besitzen die Duplexe mit einer Rp-konfigurierten 
Modifikation  die  h￿heren  Tm-Werte  als  diejenigen  mit  einer  Sp-konfigurierten 
Modifikation. Die Tm-Werte der Rp-konfigurierten Duplexe liegen dabei auch ￿ber dem 
des unmodifizierten Analogons S20-S21.  
Betrachtet man die Schmelzpunkte der Rp-konfigurierten Oligonucleotid-Duplexe mit den 
anderen Modifikationsstellen so f￿llt auf, dass der Schmelzpunkt niedriger ist, je weiter 
die Modifikation an den Enden der Sequenz platziert ist. Im Gegensatz dazu kommt es 
im  Falle  der  Sp-konfigurierten  Duplexe  der  Benzylphosphonate  (B),  2,4-
Difluorbenzylphosphonate  (M)  und  (Naphth-1-yl)methylphosphonate  (I)  zu  einer 
Erh￿hung  des  Tm-Wertes.  Die  Angleichung  der  Tm-Werte  von  den  Rp-  und  Sp-
konfigurierten  Isomeren  f￿hrt  zu  nahezu  identischen  Schmelzpunkten  bei  den  am 5·-
Ende  modifizierten  Oligonucleotid-Duplexen  S20-S24,  S20-S27  und  S20-S33.  In 
Abbildung  8.7  sind  die  erhaltenen  Schmelzpunkte  zur  Veranschaulichung  graphisch 
dargestellt. 
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Tab. 8.4  Tm-Werte  der  nicht  selbstkomplement￿ren  Dodecamere.  Gemessen  in  10  mM 
  Phosphatpuffer  (pH  7,0)  bei  einer  Wellenl￿nge  von  260  nm,  a)  mittlere 
  Modifikationsstelle  5·-d(CAGGTCAATCAT),  b)  Modifikationsstelle  an  der 
  vorletzten  Position  des  3·-Endes  5·-d(CAGGTCAATCAT),  c)  Modifikation  am  5·-
  Ende 5·-d(CAGGTCAATCAT), Einzelstrangkonzentration: 4,0 M. 
Modifikations-  Rp-konfiguriertes 
Isomer 
Sp-konfiguriertes 
Isomer 
typ  ort 
Duplex 
Tm [￿C]  Tm [￿C]  Tm [￿C]  Tm [￿C] 
unmodifiziert  S20-S21  Tm = 46,4￿C 
a  S20-S22  46,5  +0,1  43,8  -2,6 
b  S20-S23  46,2  -0,2  44,6  -1,8  B 
c  S20-S24  44,6  -1,8  44,8  -1,6 
a  S20-S25  47,2  +1,2  44,5  -1,9 
b  S20-S26  46,5  +0,1  44,5  -1,9  M 
c  S20-S27  44,6  -1,8  44,9  -1,5 
a  S20-S31  46,9  +0,5  43,7  -2,7 
b  S20-S32  46,5  +0,1  45,7  -0,7  I 
c  S20-S33  45,7  -0,7  45,8  -0,6 
a  S20-S28  43,4  -3,0  44,3  -2,1 
b  S20-S29  43,6  -2,8  45,6  -0,8  E 
c  S20-S30  43,6  -2,8  45,6  -0,8 
a  S20-S34  39,5  -6,9  41,5  -4,6 
b  S20-S35  41,4  -5,0  43,2  -3,2  J 
c  S20-S36  45,2  -1,2  47,2  +0,8 
a  S20-S37  39,5  -6,9  40,6  -5,6 
b  S20-S38  43,4  -3,0  44,1  -2,3  K 
c  S20-S39  47,3  +0,9  51,2  +4,8 
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Abb. 8.7  Tm-Werte  der  modifizierten  Dodecamer-Duplexe  in  Abh￿ngigkeit  der  Position  der 
  Modifikation  im  Oligonucleotid.  Betrachtet  werden  die  Modifikationen  mit  einer 
  Alkylkettenl￿nge von n=1. Der Tm-Wert des unmodifizierten Dodecamer-Duplex S20-
  S21 betr￿gt 46,4￿C. 
 
Bei der Betrachtung der Schmelzpunkte der 3-Phenylpropylphosphonate (E), 3-(Naphth-
1-yl)propylphosphonate  (J)  und  3-(Anthracen-9-yl)propylphosphonate  (K),  die  jeweils 
einen C3-Alkyllinker besitzen, kommt man zu g￿nzlich anderen Gesetzm￿￿igkeiten. Zur 
besseren  Veranschaulichung  sind  auch hier  die  Tm-Werte  in  Abbildung 8.8  graphisch 
dargestellt. 
In allen F￿llen weisen, unabh￿ngig von der Modifikationsposition, die Duplexe mit den 
Sp-konfigurierten  Modifikationen  einen  h￿heren  Tm-Wert  auf  als  jene  mit  dem  Rp-
konfigurierten Analogon. Jedoch kommt es zu einer Erh￿hung des Tm-Wertes je weiter 
die Modifikation am Ende des Duplexes platziert ist. Der Schmelzpunktanstieg ist bei den 
Sp-konfigurierten  Duplexen  signifikant  h￿her  als  bei  den  Rp-konfigurierten  Doppel-
str￿ngen.  Im  Falle  des  Sp-konfigurierten  3-(anthracen-9-yl)propylmodifizierten  Duplex 
S20-S39Sp  wurde  ein  um  4,8￿C  h￿herer  Tm-Wert  als  bei  dem  unmodifizierten 
Mutterstrang  S20-S21  ermittelt.  Diese  deutliche  Schmelzpunkterh￿hung  ist  auf  einen 
￿Dangling-End-Effekt￿  zur￿ckzuf￿hren.  Dabei  kommt  es  zu  einer  ausgepr￿gten  --8  Eigenschaften der Oligonucleotide  110
Wechselwirkung  zwischen  dem  Anthracenring  und  der  letzten  Nucleobase  des 
Oligonucleotides  (vgl.  Kap.  3.4).  Dies  wird  ebenfalls  durch  die  Messungen  von  Kool 
best￿tigt. Er verwendete u.a. Anthracen-Nucleobasen-Nucleosid-Analoga als ￿berh￿nge 
in Oligonucleotid-Duplexen um den ￿Dangling-End-Effekt￿ zu untersuchen (Kool, 1997; 
Guckian,  1996).  Dabei  erhielt  er  eine  Tm-Wert-Erh￿hung von  8￿C  f￿r  den  anthracen-
modifizierten Duplex. 
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Abb. 8.8  Tm-Werte  der  modifizierten  Dodecamer-Duplexe  in  Abh￿ngigkeit  der  Position  der 
  Modifikation  im  Oligonucleotid.  Betrachtet  werden  die  Modifikationen  mit  einer 
  Alkylkettenl￿nge von n=3. Der Tm-Wert des unmodifizierten Dodecamer-Duplex S20-
  S21 betr￿gt 46,4￿C. 
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8.1.3 Stabilisierung von DNA-Ausbuchtungen? 
 
Die  Untersuchungen  an  der  ausgew￿hlten  DNA  mit  einer  Ausbuchtung  sollen  eine 
Anwendungsm￿glichkeit der Arylalkyl-R￿ckgratmodifikationen aufzeigen. Die Ergebnisse 
sollen dabei nur als Grundlage f￿r folgende Forschungsarbeiten dienen.  
Die Messungen wurden an dem Modell-Duplex S45-S46 durchgef￿hrt, welcher nur eine 
einzelne Ausbuchtung aufweist. Der ermittelte Schmelzpunkt von 33,6￿C liegt in einem 
Temperaturbereich,  in  dem  Tm-Wert-Ver￿nderungen  sehr  gut  mittels  der  UV-
Spektroskopie verfolgt werden k￿nnen. Zum besseren Vergleich der erhaltenen Werte 
wurde auch der Modell-Duplex ohne Ausbuchtung S46-S48 synthetisiert. Dieser weist 
einen  Schmelzpunkt  von  52,3￿C  auf.  Erste  Modelling-Experimente  zeigten,  dass 
R￿ckgratmodifikationen  mit  einer  Linkerl￿nge von  f￿nf bzw.  sechs  (CH2)-Gruppen die 
maximale ￿berlappung zwischen dem aromatischem System und der Nucleobase der 
Ausbuchtung  gew￿hrleisten.  Durch  die  daraus  resultierenden  --Wechselwirkungen 
sollte der Duplex stabilisiert werden. Aufgrund dessen wurde die erste Phosphatgruppe 
nach der Ausbuchtung mit der 5-Phenylpentylmodifikation (H) versehen. 
 
Tab. 8.5  Schmelzpunkte zur Bestimmung der Stabilisierung von DNA-Ausbuchtungen durch 
  die 5-Phenylpentyl-R￿ckgratmodifikation. Gemessen in 10 mM Phosphatpuffer (pH 
  7,0)  bei  einer  Wellenl￿nge  von  260  nm,Einzelstrangkonzentration  5,0  M, 
  Fehlergrenze: 0,4￿C. 
Rp-konfiguriertes Isomer  Sp-konfiguriertes Isomer 
Oligonucleotid-Duplexe 
Tm [￿C]  Tm [￿C]  Tm [￿C]  Tm [￿C] 
5·-d(CGTC
A
CGACAT) S45 
3·-d(GCAG  GCTGTA) S46 
Tm = 33,6￿C 
5·-d(CGTC
A
HGACAT) S45 
3·-d(GCAG  G  CTGTA) S47 
32,7  -0,9  33,4  -0,2 
5·-d(CGTCCGACAT) S48 
3·-d(GCAGGCTGTA) S46 
Tm = 52,3￿C 
5·-d(CGTCHGACAT) S49 
3·-d(GCAGGCTGTA) S46 
46,1  -6,2  47,4  -4,9 
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Die daraus resultierenden Tm-Werte sind, unabh￿ngig von der absoluten Konfiguration 
der Modifikation, nur unwesentlich geringer als die des unmodifizierten Duplex S45-S46. 
F￿hrt man hingegen die 5-Phenylpentylmodifikation in den Duplex ohne Ausbuchtung 
ein, so kommt es zu einer deutlichen Tm-Wert-Erniedrigung der erhaltenen Duplexe S46-
S49Rp und S46-S49Sp.  
Diese  Ergebnisse  zeigen  die  M￿glichkeit  auf,  DNA-Ausbuchtungen  in  Zukunft  mittels 
Arylalkylmodifikationen zu stabilisieren. F￿r folgende Arbeiten sollten mittels Modelling-
Experimenten  die  ideale  Linkerl￿nge  wie  auch  die  geeignete  Ringgr￿￿e  des 
aromatischen Systems ermittelt werden. 
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8.2 Fluoreszenz-spektroskopische Untersuchungen 
 
 
Die Messungen wurden mit den 3-(anthracen-9-yl)propylmodifizierten Oligonucleotiden 
S37Rp,  S38Rp,  S39Rp,  S37Sp,  S38Sp  und  S39Sp  durchgef￿hrt.  Von  den 
synthetisierten  R￿ckgratmodifikationen  zeigt  lediglich  das  Anthracenringsystem  die 
ben￿tigte  Eigenfluoreszenz.  Es  wurde  jeweils  das  Fluoreszenzspektrum  des 
modifizierten Einzelstranges und des entsprechenden Duplexes nach Hybridisierung mit 
dem Gegenstrang S20 aufgenommen. Durch den Vergleich der Spektren vor und nach 
der Hybridisierung lassen sich R￿ckschl￿sse ￿ber die Wechselwirkung zwischen dem 
Fluorophor  und  dem  Oligonucleotid-Duplex  ziehen  (Clegg,  1992).  ￿ber  die  Zu- 
beziehungsweise  Abnahme  der  Fluoreszenz-Intensit￿t  l￿sst  sich  feststellen,  ob  eine 
Interkalation, ￿Groove-Bindung￿ oder eine ￿Dangling-End-Wechselwirkung￿ vorliegt (Puri, 
1997; Asseline, 1997). Im Falle des Anthracenringsystems wurden diesbez￿glich bereits 
einige  Untersuchungen  durchgef￿hrt.  Bei  der  Einf￿hrung  der  (Anthracen-2-yl)methyl-
gruppe  ￿ber  die  2·-Hydroxyfunktion  von  Uridin  in  Oligonucleotide  wurde  nach  der 
Duplexbildung ein signifikanter Anstieg der Fluoreszenz-Intensit￿t beobachtet (Yamana, 
1995).  Wird  hingegen  die  (Anthracen-9-yl)methylgruppe  ￿ber  die  exocyclische 
Aminofunktion des 2·-Desoxyguanosins in Oligonucleotide eingef￿hrt kommt es zu einer 
deutlichen Reduktion der Fluoreszenz-Intensit￿t nach der Duplexbildung (Casale, 1990).  
Die Messungen wurden bei 20￿C in 10 mM Phosphatpuffer (pH 7,0), der 140 mM NaCl 
enthielt,  durchgef￿hrt.  Die  Einzelstrangkonzentration  betrug  jeweils  0,2  M.  F￿r  die 
Messung der Fluoreszenzspektren wurde mit einer Einstrahlwellenl￿nge von Ex=255 nm 
gearbeitet. Die erhaltenen Spektren sind in den Abbildungen 8.9 a-f wiedergegeben. Die 
Spektren  der  modifizierten,  einzelstr￿ngigen  Oligonucleotide  sind  in  schwarz,  die  der 
entsprechenden Duplexe in rot abgebildet. Die einzelstr￿ngigen Oligonucleotide zeigen 
jeweils ein ausgepr￿gtes Maximum bei 424 nm und 402 nm. Nach der Duplexbildung ist 
bei den Doppelstr￿ngen S20-S37Sp und S20-S39Sp eine hypsochrome Verschiebung 
der  Maxima  von  circa  3  nm  zu  beobachten.  Im  Falle  der  an  der  mittleren  Position 
modifizierten Oligonucleotide S37Rp und S37Sp kommt es nach der Hybridisierung zu 
einem geringf￿gigen Anstieg der Fluoreszenz-Emission (Abb. 8.9 a und b), w￿hrend bei 
den Duplexen mit der Modifikation an der vorletzten Position des 3·-Endes (Abbildung 
8.9  c  und  d)  und  am  5·-Ende  (Abbildung  8.9  e  und  f)  eine  deutliche  Abnahme  der 8  Eigenschaften der Oligonucleotide  114
Fluoreszenz-Intensit￿t zu beobachten ist. Die L￿schung der Fluoreszenz steht dabei in 
Korrelation zu den ermittelten Schmelzpunkten der Duplexe (Kap. 8.1.2; Tab. 8.4). 
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Abb. 8.9  Fluoreszenzspektren der 3-(anthracen-9-yl)propylmodifizierten Oligonucleotide (K). In 
  schwarz  die  Spektren  der  einzelstr￿ngigen  Oligonucleotide,  in  rot  die  erhaltenen 
  Spektren nach der Hybridisierung mit dem Gegenstrang S20. a) S37Rp und S20-
  S37Rp, b) S37Sp und S20-S37Sp, c) S38Rp und S20-S38Rp, d) S38Sp und S20-
  S38Sp, e) S39Rp und S20-S39Rp, f) S39Sp und S20-S39Sp; Einstrahlwellenl￿nge 
  Ex=255 nm 
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In Tabelle 8.6 sind die Differenzen der Fluoreszenz-Intensit￿ten im Emissionsmaximum 
von den einzelstr￿ngigen Oligonucleotiden zu den Duplexen aufgef￿hrt. Zudem sind die 
ermittelten  Tm-Werte  der  Duplexe  wiedergegeben.  Bei  den  an  der  mittleren  Position 
modifizierten Oligonucleotid-Duplexen S20-S37Rp und S20-S37Sp kommt es zu keiner 
Wechselwirkung  des  Fluorophors  mit  dem  Oligonucleotid,  was  sich  in  einer  geringen 
Zunahme der Fluoreszenz-Intensit￿t und in einer signifikanten Abnahme des Tm-Wertes 
wiederspiegelt.  Im  Falle  der  am  5·-Ende  modifizierten  Duplexe  S20-S39Rp  und  S20-
S39Sp ist eine signifikante Reduktion der Fluoreszenz-Intensit￿t von 21% bzw. 37% zu 
beobachten. Dies deutet auf eine starke --Wechselwirkung zwischen dem Anthracen-
Ringsystem  und  dem  Oligonucleotid  hin.  Best￿tigt  wird  dies  durch  die  deutliche 
Erh￿hung des Tm-Wertes vor allem bei dem Sp-konfigurierten Duplex S20-S39Sp von 
10,6￿C  im  Vergleich  zum  mittig  modifizierten  Pendant  S20-S37Sp.  Die  erhaltenen 
Ergebnisse  der  Fluoreszenzmessungen  sind  eine  Best￿tigung  des  postulierten 
￿Dangling-End-Effektes￿ im Falle der am 5·-Ende R￿ckgrat modifizierten Oligonucleotid-
Duplexe. 
 
Tab. 8.6  Vergleich der Fluoreszenz-Intensit￿t-Differenz von Einzelstrang zu Doppelstrang am 
  Emissionsmaximum  mit  den  ermittelten  Tm-Werten  der  entsprechenden  Duplexe. 
  Untersucht  wurden  die  an  unterschiedlichen  Positionen  3-(anthracen-9-
  yl)propylmodifizierten Oligonucleotide (K). 
Rp-konfiguriertes Isomer  Sp-konfiguriertes Isomer  Duplex 
Tm [￿C]  Emax [%]  Tm [￿C]  Emax [%] 
S20-S21  46,4  ---  46,4  --- 
S20-S37  39,5  +10  40,6  +8 
S20-S38  43,4  -11  44,1  -18 
S20-S39  47,3  -21  51,2  -37 
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8.3 CD-spektroskopische Untersuchungen 
 
 
Die Methode der Circulardichroismus-Spektroskopie (CD-Spektroskopie) beruht auf der 
unterschiedlichen Wechselwirkung von rechts- und linkscircular polarisiertem Licht mit 
den  gel￿sten  optisch  aktiven  Substanzen  (Snatzke,  1981,  Snatzke  1982).  Da 
Nucleins￿uren  aufgrund  der  Chiralit￿t  der  2·-Desoxyribose  bzw.  Ribose  und  der 
chromophoren Systeme der Nucleobasen CD-Signale zeigen, werden sie seit mehreren 
Jahrzehnten  mit  Hilfe  der  CD-Spektroskopie  untersucht.  Ein  CD-Spektrum  liefert 
allerdings  keine  genaue  Strukturinformation,  sondern  nur  ein  strukturabh￿ngiges 
Gesamtbild.  Die  Intensit￿t  und  die  Lage  einzelner  Banden  kann  nur  im  Vergleich  mit 
Spektren  bekannter  Strukturen  interpretiert  werden.  Es  k￿nnen  jedoch  zuverl￿ssige 
Aussagen  ￿ber  die  Sekund￿r-  und  Terti￿rstruktur  gemacht  werden,  da  die 
entsprechende  A-,  B-  und  Z-Form  der  Helices  charakteristische  Spektren  aufweisen 
(Gray,  1995;  Woody,  1995).  Durch  Modifikationen  hervorgerufene  Ver￿nderungen 
k￿nnen  dadurch  sehr  genau  verfolgt  werden.  Ferner  k￿nnen,  aufgrund  der  direkten 
Abh￿ngigkeit  der  Intensit￿t  der  Signale  von  der  r￿umlichen  Anordnung  der 
Chromophore,  besonders  gut  Erkenntnisse  ￿ber  Basenstapelungswechselwirkungen 
(engl.:  base  stacking)  gezogen  werden.  Auch  lassen  sich  Aussagen  ￿ber  Wechsel-
wirkungen zwischen Proteinen und Nucleins￿uren sowie ￿ber die Wechselwirkungen mit 
Interkalatoren treffen (Berova, 2000).  
Die  im  Rahmen  dieser  Arbeit  durchgef￿hrten  CD-Untersuchungen  wurden  an  einem 
JASCO J-710 Spektrometer mit einem thermostatisierten K￿vettenhalter gemessen. F￿r 
die  Aufnahme  der  Spektren  wurden  dieselben  Probenl￿sungen  wie  f￿r  die 
Schmelzpunktsmessungen  verwendet  (Kap.  8.1).  Die  Duplexe  wurden  im 
Wellenl￿ngenbereich  von  350-210  nm  untersucht.  Alle  vergleichenden  Messungen 
erfolgten  bei  10￿C,  um  zu  gew￿hrleisten,  dass  die  beiden  Oligonucleotid-Str￿nge 
vollst￿ndig  als  Duplex  vorliegen.  In  Abbildung  8.10  sind  die  CD-Spektren  des  Rp-
konfigurierten  3-(naphth-1-yl)propylmodifizierten  Dodecamer-Duplexes  S20-S34Rp 
gezeigt. Die Spektren wurden von 5￿C bis 70￿C - in Schritten von 5￿C - aufgenommen. 
Bei niedrigen Temperaturen zeigen die Spektren die typischen Maxima und Minima einer 
B-Helix.  Es  ist  sehr  gut  zu  erkennen,  wie  die  Elliptizit￿t  des  Maximums  und  des 
Minimums bei Temperaturerh￿hung abnimmt. Diese Abnahme ist mit dem Aufschmelzen 
der Duplexe verbunden. Mittels der temperaturabh￿ngigen Messung der Ver￿nderung 8  Eigenschaften der Oligonucleotide  117
des  positiven  bzw.  negativen  Cotton-Effektes  l￿sst  sich  ebenfalls  der  Tm-Wert  eines 
Oligonucleotid-Duplexes bestimmen. 
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Abb. 8.10  CD-Spektren  des  3-(naphth-1-yl)propylmodifizierten  Duplex  S20-S34Rp  bei 
  unterschiedlichen Temperaturen. Die Spektren wurden aufgenommen von 5￿C bis 
  70￿C in Schritten von 5￿C. 
 
In Abbildung 8.11 sind die Spektren des unmodifizierten Duplex S01-S02 und der Rp- 
sowie  Sp-konfigurierten  benzyl-,  3-phenylpropyl-  und  5-phenylpentylmodifizierten 
Duplexe S02-S03, S02-S05 und S02-S07 gezeigt. Alle Kurven weisen die typische Form 
einer B-Helix, mit einem ausgepr￿gten Minimum bei ca. 250 nm und einem Maximum bei 
285  nm  auf.  Aufgrund  des  relativ  unver￿nderten  Kurvenverlaufs  l￿sst  sich  der 
R￿ckschluss  ziehen,  dass  die  ermittelten  signifikanten  Tm-Wert-Unterschiede  der 
unterschiedlich  modifizierten  Duplexe  nicht  auf  drastische  strukturelle  Ver￿nderungen 
zur￿ckzuf￿hren  sind.  Wie  bereits  in  Kapitel  8.1.1  postuliert  liegt  die  Ursache  f￿r  die 
unterschiedlichen  Schmelzpunkte  in  der  Wechselwirkung  des  Phenylrings  mit  dem 
Oligonucleotid.  Betrachtet  man  jeweils  das  Maximum  bei  circa  285  nm,  so  wird 
ersichtlich, dass der Rp-konfigurierte benzylmodifizierte Duplex S02-S03Rp ￿ welcher 
den  h￿chsten  Tm-Wert  aufweist  -  eine  deutlich  h￿here  Elliptizit￿t  zeigt  als  sein  Sp-
konfiguriertes Pendant S02-S03Sp und der unmodifizierte Mutterstrang S01-S02.  8  Eigenschaften der Oligonucleotide  118
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Abb. 8.11  Vergleich  der  CD-Spektren  der  phenylalkylmodifizierten  Duplexe  mit  einer 
  Alkylkettenl￿nge von einer, drei und f￿nf (CH2)-Gruppen. 
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Abb. 8.12  Vergleich  der  CD-Spektren  der  benzyl-,  p-methylbenzyl-  und  p-(t-butyl)benzyl 
  modifizierten Duplexe S02-S03, S02-S14 und S02-S16. 8  Eigenschaften der Oligonucleotide  119
Alle anderen Duplexe ￿ welche niedrigere Tm-Werte aufweisen ￿ zeigen eine geringere 
Elliptizit￿t als der unmodifizierte Doppelstrang S01-S02. 
Die Korrelation zwischen den ermittelten Tm-Werten und der St￿rke der Elliptizit￿t beim 
positiven  Cotton-Effekt  l￿sst  sich  ferner  durch  einen  Vergleich  der  benzyl-,  p-
methylbenzyl- und p-(t-butyl)benzylmodifizierten Duplexe S02-S03, S02-S14 und S02-
S16 zeigen (Abb. 8.12). Aufgrund der St￿rung der --Wechselwirkung zwischen dem 
Phenylring und dem Oligonucleotid durch die Substituenten in p-Stellung kommt es zu 
einer  deutlichen  Reduktion  des  Tm-Wertes  (siehe  Kap.  8.1.1)  und  zugleich  zu  einer 
signifikanten Verringerung der Intensit￿t der positiven Elliptizit￿t. Dieser Effekt ist umso 
ausgepr￿gter  je  sterisch  anspruchsvoller  der  Substituent  ist.  So  zeigten  die  p-(t-
butyl)benzylmodifizierten Duplexe S02-S16Rp und S02-S16Sp eine deutlich geringere 
Intensit￿t als die p-methylbenzylmodifizierten Duplexe S02-S14Rp und S02-S14Sp.  
Betrachtet  man  die  CD-Spektren  der  an  verschiedenen  Positionen  (naphth-1-
yl)methylmodifizierten Duplexe (I), so erkennt man ebenfalls die Korrelation zwischen der 
Intensit￿t  der  positiven  Elliptizit￿t  und  des  ermittelten  Tm-Wertes  (Abb.  8.13).  Dabei 
zeigen die Rp- und Sp-konfigurierten, am 5·-Ende modifizierten Duplexe S20-S33Rp und 
S20-S33Sp  nahezu  identische  CD-Spektren,  w￿hrend  die  an  mittlerer  Position 
modifizierten  Duplexe  S20-S31Rp  und  S20S31Sp  einen  signifikanten  Unterschied 
aufweisen.  Zudem  kann  im  Falle  der  modifizierten  Duplexe  eine  bathochrome 
Verschiebung des positiven Maximums von circa 8 nm im Vergleich zum unmodifizierten 
Duplex S20-S21 (max=281 nm) beobachtet werden.  
In Abbildung 8.14 sind die CD-Spektren der am 5·-Ende 3-phenylpropyl-, 3-(naphth-1-
yl)propyl-  und  3-(anthracen-9-yl)propylmodifizierten  Duplexe  S20-S30,  S20-S36,  S20-
S39 aufgef￿hrt. Zum besseren Vergleich ist auch hier das Spektrum des unmodifizierten 
Duplexes  S20-S21  gezeigt.  Alle  Kurven  weisen  die  Form  einer  B-DNA-Helix  auf.  Mit 
Ausnahme  des  Sp-konfigurierten  3-(anthracen-9-yl)propylmodifizierten  Duplex  S20-
S39Sp  zeigen  alle  anderen  Kurven  im  Bereich  des  positiven  Maximums  eine 
bathochrome  Wellenl￿ngenverschiebung  von  circa  6  nm  im  Vergleich  zum 
unmodifizierten Duplex S20-S21. Bei dem 3-(anthracen-9-yl)propylmodifizierten Duplex 
S20-S39Sp  ist  ferner  eine  st￿rkere  Elliptizit￿t  im  positiven  Maximum  zu  erkennen, 
welche  durch  eine  verst￿rkte  Stacking-Wechselwirkung  hervorgerufen  wird.  Diese 
Beobachtung korreliert sehr gut mit dem postulierten ￿Dangling-End-Effekt￿, der f￿r den 
erh￿hten Tm-Wert dieses Duplexes im Vergleich zum unmodifizierten Pendant S20-S21 
verantwortlich ist.  
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Abb. 8.13  Vergleich  der  CD-Spektren  der  an  unterschiedlichen  Positionen  (naphth-1-
  yl)methylmodifizierten Oligonucleotid-Duplexe (I). 
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Abb. 8.14.  Vergleich der CD-Spektren der am 5·-Ende 3-phenylpropyl-, 3-(naphth-1-yl)propyl- 
  und 3-(anthracen-9-yl)propylmodifizierten Duplexe. 8  Eigenschaften der Oligonucleotide  121
Abschlie￿end  wurden  die  Oligonucleotide,  die  eine  Ausbuchtung  aufweisen,  CD-
spektroskopisch  untersucht.  Hier  l￿sst  sich  die  erh￿hte  Stacking-Wechselwirkung 
zwischen  der  Nucleobase  des  Nucleosids  der  Ausbuchtung  und  des  Phenylringes 
anhand  der  CD-Spektren  erkennen  (Abb.  8.15).  Die  Duplexe  S45-S47Rp  und  S45-
S47Sp  zeigen  beide  im  Bereich  des  positiven  Cotton-Effektes  von  270-300  nm  eine 
st￿rkere  Elliptizit￿t  gegen￿ber  dem  unmodifizierten  Duplex  S45-S46,  das  wie  bereits 
erl￿utert, auf die Erh￿hung der Basenstapelungswechselwirkungen zur￿ckzuf￿hren ist. 
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Abb. 8.15  CD-Spektren der Oligonucleotid-Duplexe mit einer Ausbuchtung. 
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8.4 Lipophilie der Oligonucleotide 
 
 
Um  Aussagen  ￿ber  die  Lipophilie  von  organischen  Substanzen  treffen  zu  k￿nnen, 
werden entweder deren Octanol/Wasser Verteilungskoeffizienten log P (Gombar, 1996) 
oder deren HPLC-Retentionszeiten bestimmt. Mittels dieser Werte lassen sich Aussagen 
￿ber  die  Membrang￿ngigkeit  der  untersuchten  Substanzen  in  biologischen  Systemen 
treffen.  F￿r  Nucleins￿uren  hat  sich  die  Bestimmung  der  Lipophilie  mittels  der  HPLC-
Retentionszeiten  bew￿hrt  (Balzarini,  1989).  Dabei  macht  man  sich  die  Tatsache 
zunutzte, dass eine Substanz auf einer Umkehrphasen (RP) HPLC-S￿ule umso l￿ngere 
Retentionszeiten aufweist, je lipophiler sie ist (Lien, 1991). 
Der Einfluss der eingef￿hrten Modifikationen auf die Lipophilie der Oligonucleotide wurde 
anhand der modifizierten, Sp-konfigurierten Hexamere S01-S19Sp untersucht. Aufgrund 
der geringen L￿nge der Oligonucleotide lassen sich durch Modifikationen hervorgerufene 
Ver￿nderungen in der Retentionszeit sehr gut verfolgen. Es wurden 0,2 bis 0,3 OD des 
jeweiligen  Oligonucleotids  auf  eine  analytische  S￿ule  der  Firma  Merck  (Purospher
ﬁ 
STAR  RP-18e  Material  (￿endcapped￿),  5m)  injiziert.  Die  Chromatographie  erfolgte 
mittels eines Gradienten von 0% bis 30% Acetonitril in 0,1 M Triethylammoniumacetat-
Puffer (pH 7,0) innerhalb von 40 Minuten. Die Flussrate betrug 1,0 ml/min und die UV-
Detektion erfolgte bei einer Wellenl￿nge von 260 nm. Die ermittelten Retentionszeiten 
sind in Tabelle 8.7 wiedergegeben. F￿r die bessere Veranschaulichung der Resultate 
sind die RP-HPLC-Diagramme in den Abbildungen 8.16 und 8.17 dargestellt. 
Betrachtet  man  die  unsubstituierten  arylalkylmodifizierten  Oligonucleotide,  so  erkennt 
man, dass die Retentionszeit signifikant von 19,92 Minuten f￿r das benzylmodifizierte 
Oligonucleotid  S03  zu  28,61  Minuten  f￿r  das  3-(anthracen-9-yl)propylmodifizierte 
Hexamer S10 ansteigt. Die Retentionszeiten der arylalkylmodifizierten Oligonucleotide 
liegen  alle  signifikant  ￿ber  denen  des  unmodifizierten  Mutterstranges  S01  mit  15,57 
Minuten, des Phosphorthioats S19 mit 17,37 Minuten und des Methylphosphonates S18 
mit  18,72  Minuten.  Die  Lipophilie  steigt  ebenfalls  mit  der  Verl￿ngerung  der 
Alkylkettenl￿nge.  Dies  erfolgt  in  konstanten  Zeitschritten  von  1,860,1  Minuten  pro 
Methylengruppe vom benzylmodifizierten Oligonucleotid S03 mit 19,92 min bis hin zum 
5-phenylpentylmodifizierten Hexamer S07 mit 27,71 min (Abb. 8.16). 
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Tab. 8.7  RP-HPLC-Retentionszeiten  der  diastereoisomerenreinen,  Sp-konfigurierten 
  Hexamer-Oligonucleotide. Gradient: 0-30% Acetonitril in 0,1 M TEAA-Puffer (pH 7,0) 
  innerhalb von 40 Minuten. Flussrate: 1,0 ml/min. 
Nr.  Modifikation  Zeit 
[min]  Nr.  Modifikation  Zeit 
[min] 
S01  unmodifiziert  15,57  S11  2-naphtoxy L  20,17 
S03  benzyl B  19,92  S12  2,4-difluorbenzyl M  21,13 
S04  2-phenylethyl D  21,84  S13  4-fluorbenzyl N  20,13 
S05  3-phenylpropyl E  23,60  S14  p-methylbenzyl O  21,42 
S06  4-phenylbutyl F  25,48  S15  p-methoxybenzyl P  20,42 
S07  5-phenylpentyl H  27,71  S16  p-(t-butyl)benzyl Q  24,94 
S08  (naphth--yl)methyl I  23,03  S17  4-(p-fluor)phenylbutyl R  26,28 
S09  (naphth--yl)propyl J  26,91  S18  methyl S  18,72 
S10  3-(anthracen-9-yl)propyl K  28,61  S19  thioat ps  17,37 
 
Interessanterweise ist bei der Vergr￿￿erung des Ringsystems von der 3-Phenylpropyl- 
zur  (Naphth-1-yl)propylmodifikation  (Str￿nge  S05  und  S09)  eine  Differenz  der 
Retentionszeit von 3,31 min festzustellen, w￿hrend bei dem ￿bergang von der (Naphth-
1-yl)propyl- zur 3-(Anthracen-9-yl)propylmodifikation (Oligonucleotide S09 und S10) nur 
ein Anstieg von 1,70 min beobachtet werden kann. Andererseits ist der Retentionszeit-
Unterschied  zwischen  dem  benzylmodifizierten  Oligonucleotid  S03  und  dem  3-
phenylpropylmodifizierten  Oligomer  S05  (3,68  Minuten)  nahezu  identisch  mit  der 
Differenz zwischen dem (naphth-1-yl)methylmodifizierten Strang S08 und dem (naphth-
1-yl)propylmodifizierten  Hexamer  S09  (3,88  Minuten).  Vergleicht  man  das  (naphth-1-
yl)methylmodifizierte Oligonucleotid S08 mit dem 2-naphtoxymodifizierten Pendant S11, 
so erkennt man, dass durch den Austausch der Methylengruppe durch einen Sauerstoff 
die Retentionszeit um 2,86 Minuten abnimmt. 
In Abbildung 8.17 sind die RP-HPLC-Profile der substituierten phenylalkylmodifizierten 
Hexamere  abgebildet.  Wie  erwartet  steigt  die  Retentionszeit  signifikant  von  dem  p-
methylbenzylmodifizierten  Oligomer  S14  mit  21,42  min  zu  dem  p-(t-butyl)benzyl-
modifizierten  Oligonucleotid  S16  mit  24,94  min  im  Vergleich  zum  benzylmodifizierten 
Pendant S03 mit 19,92 Minuten an. Das p-(t-butyl)benzylmodifizierte Oligonucleotid S16 
weist  nahezu  die  gleiche  Retentionszeit  auf  wie  der  4-phenylbutylmodifizierte  Strang 
S06.  Auch  durch  die  Fluorsubstituenten  kommt  es  zu  einer  Verl￿ngerung  der 
Retentionszeiten.  Dieser  Anstieg  f￿llt  mit  circa  35  Sekunden  pro  Fluoratom  jedoch 8  Eigenschaften der Oligonucleotide  124
deutlich  geringer  aus  als  dies  bei  dem  Methylsubstituenten  beobachtet  wurde.  Die 
Einf￿hrung  der  Methoxygruppe  (Oligonucleotid  S15)  f￿hrt  ebenfalls  zu  einem 
signifikanten Anstieg der Lipophilie im Vergleich zum benzylmodifizierten Pendant S03, 
ist jedoch geringer als im Falle des methylsubstituierten Stranges S14. 
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Abb. 8.16  Analytische RP-HPLC-Diagramme mit den entsprechenden Retentionszeiten der Sp-
  konfigurierten, arylalkylmodifizierten Hexamere. Die Retentionszeiten sind in Minuten 
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Abb. 8.17  Analytische RP-HPLC-Diagramme mit den entsprechenden Retentionszeiten der Sp-
  konfigurierten,  substituierten  phenylalkylmodifizierten  Hexamere.  Die  Retentions-
  zeiten sind in Minuten angegeben. 
 
Diese  Ergebnisse  zeigen  die  M￿glichkeit  der  Einstellung  der  Lipophilie  von 
Oligonucleotiden mittels Arylalkyl-R￿ckgratmodifikationen auf. Wie gezeigt ist es unter 
anderem m￿glich, durch Verl￿ngerung der Alkylkettenl￿nge die Lipophilie in gezielten 
Schritten zu erh￿hen. Auch durch Vergr￿￿erung des Ringsystems konnte die Lipophilie 
in definierten Stufen gesteigert werden. 
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Bestimmung 
der absoluten 
Konfiguration 
9.1 Methylphosphonat-Dimere 
 
 
Im  Rahmen  fr￿herer  Arbeiten  wurden  alle  16  m￿glichen  Methylphosphonat-Dimere 
synthetisiert,  die  Isomere  getrennt  und  hinsichtlich  ihrer  absoluten  Konfiguration  hin 
mittels NMR, CD HPLC und Kristallisation untersucht. Aufgrund der erhaltenen Daten 
konnten  empirische  Regeln  f￿r  die  Zuordnung  der  absoluten  Konfiguration  aufgestellt 
werden.  Zum  einen  besitzt,  unabh￿ngig  von  der  station￿ren  Phase  einer 
chromatographischen Aufreinigungsmethode, das schneller eluierende Dimer stets die 
Rp-Konfiguration  w￿hrend  das  langsamer  eluierende  Dimer  stets  Sp-konfiguriert  ist 
(L￿schner,  1989a;  L￿schner,  1989b;  Lebedev,  1993).  Zum  anderen  weisen  alle  Rp-
konfigurierten Methylphosphonat-Dimere ￿ mit Ausnahme des 5·-d(GpMeA)-Dimers ￿ die 
hochfeldigere  chemische  Verschiebung  im 
31P-NMR-Spektrum  auf  (Schell,  1998; 
Schweizer,  1998).  Des  weiteren  zeigten  bei  Circulardichroismus-Untersuchungen  alle 
rascher  von  der  RP-HPLC-S￿ule  eluierenden  Isomere  eine  ausgepr￿gtere  positive 
Elliptizit￿t  bei  280  nm  als  die  langsamer  eluierenden  Sp-konfigurierten  Pendants 
(Lebedev, 1993). 9  Bestimmung der absoluten Konfiguration  128
Neben der empirischen Zuordnung gelang der Nachweis der absoluten Konfiguration der 
32  isomerenreinen  Dimere  durch  Auswertung  ihrer  2D-NMR-ROESY-Spektren 
(L￿schner, 1990; Lebedev, 1993). Die Spektren wurden mit den vollst￿ndig gesch￿tzten 
Substanzen  aufgenommen,  um  zu  gew￿hrleisten,  dass  die  Beweglichkeit  der 
Methylphosphonat-Dimere in dem Ma￿e eingeschr￿nkt ist, dass eine Konformation der 
gestapelten  Basen  angenommen  werden  kann.  In  Abh￿ngigkeit  der  absoluten 
Konfiguration am Phosphor konnten charakteristische ROEs zwischen den homotopen 
Protonen  der  Methylgruppe  und  den  Protonen  der  2·-Desoxyriboseringe  detektiert 
werden.  Dabei  wurden  f￿r die  jeweils  Rp-konfigurierten  Isomere  ROEs  zwischen  den 
homotopen  Protonen  der  Methylgruppe  und  dem  H4·-  sowie  H3·-Proton  des  5·-
Nucleosids  erhalten.  Bei  den  Sp-konfigurierten  Isomeren  fehlte  das  Kreuzsignal 
zwischen  den  Protonen  der  Methylgruppe  und  dem  H4·-Proton  oder  war  deutlich 
schw￿cher  ausgepr￿gt  als  jenes zwischen  dem  H3·-Proton und  der  Methylgruppe.  In 
Abbildung 9.1 ist dieser Sachverhalt nochmals graphisch aufgearbeitet.  
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Abb. 9.1  Stereochemische Betrachtung f￿r die Zuordnung der absoluten Konfiguration der Rp- 
  und Sp-konfigurierten Diastereoisomere mittels 2D-ROESY-NMR. 
 
In Abbildung 9.2 sind die relevanten Ausschnitte der 2D-ROESY-NMR-Spektren f￿r die 
Isomere des 5·-d(ApMeT)-Methylphosphonat-Dimers gezeigt. Der dargelegte Sachverhalt 
der  unterschiedlichen  Kreuzsignale  ist  dort  sehr  gut  zu  erkennen.  Auch  ist  dort  zu 
erkennen, dass im Falle von Signal￿berlagerungen (vgl. Abb. 9.2 Signale von H3·(T) und 
H4·(A)) die Zuordnung erschwert wird. Bei einigen Dimeren wurden f￿r beide Isomere 
Kreuzsignale zwischen den Protonen der Methylgruppe und dem H4·-Proton detektiert. 
In diesen F￿llen wurden die Kreuzsignal-Intensit￿ten mittels Integration quantifiziert. Aus 
diesen Daten konnten die Abst￿nde der Protonen bestimmt werden. Neben der visuellen 9  Bestimmung der absoluten Konfiguration  129
Auswertung  konnte  so  ￿ber  die  erhaltenen  Abst￿nde,  die  Zuordnung  der  absoluten 
Konfiguration erfolgen. 
 
 
Abb. 9.2  Ausschnitte  aus  den  2D-ROESY-NMR-Spektren  der  Isomere  des  5·-d(ApMeT)-
  Methylphosphonat-Dimers (L￿schner, 1990) 
 
Eine  weitere  M￿glichkeit  der  Zuordnung  der  absoluten  Konfiguration  stellen 
Kristallstrukturen dar. Bis zum heutigen Zeitpunkt sind jedoch nur drei der 32 m￿glichen 
Methylphosphonat-Dimere  kristallisiert  worden.  Die  Zuordnung  der  absoluten 
Konfiguration  mittels  der  2D-NMR-ROESY-NMR-Spektroskopie  und  der  empirischen 
Regeln  wurden  durch  diese  Kristalldaten  best￿tigt  (Han,  1990;  Stec,  1990;  Chacko, 
1983). 
 
 
 
9.2  Zuordnung  der  absoluten  Konfiguration  bei  3-
  Phenylpropylphosphonat-Dimeren 
 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Bestimmung der absoluten Konfiguration anhand der 
3-Phenylpropylphosphonat-Dimere durchgef￿hrt. Die Wahl fiel dabei auf die Sequenzen 
5·-d(A3PpT)  135Rp/135Sp,  5·-d(T3PpT)  136Rp/136Sp  und  5·-d(C3PpG)  137Rp/137Sp 
(Abb.  9.3),  da  die  analogen  Methylphosphonate  und  Benzylphosphonate  bereits 
untersucht  wurden.  Bei  den  Methylphosphonaten  konnte  die  absolute  Konfiguration 9  Bestimmung der absoluten Konfiguration  130
eindeutig zugeordnet werden (vgl. Kap. 9.1). Im Falle der Benzylphosphonate kam es 
aufgrund von Signal￿berlagerungen zu Problemen bei der eindeutigen Zuordnung ￿ber 
die 2D-ROESY-NMR-Daten (Lehmann, 2001). Aus diesem Grund erfolgte die Zuordnung 
der absoluten Konfiguration ￿ber die empirischen Regeln. 
F￿r  die  2D-ROESY-NMR-Messungen  der  3-Phenylpropylphosphonat-Dimere  kamen 
ebenfalls  die  vollst￿ndig  gesch￿tzten  Substanzen  zum  Einsatz  um  zu  gew￿hrleisten, 
dass die Beweglichkeit der Dimere eingeschr￿nkt ist. Es wurden jedoch auch die voll 
entsch￿tzten  CG-Dimere  142Rp  und  142Sp  untersucht.  Dies  hatte  den  Hintergrund, 
dass  bei  diesen  Verbindungen  keine  Signal￿berlagerungen  der  entscheidenden 
Protonen auftraten (vgl. Abb. 6.28). Die Synthese der 3-Phenylpropylphosphonat-Dimere 
ist in Kap. 6.4.1 beschrieben. 
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Abb. 9.3  3-Phenylpropylphosphonat-Dimere f￿r die Bestimmung der absoluten Konfiguration 
  der Modifikation. 
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9.2.1 Empirischen Regeln 
 
Bei den Methylphosphonat-Dimeren konnte festgestellt werden, dass das rascher von 
der  RP-HPLC-S￿ule  eluierende  Isomer  Rp-konfiguriert  ist.  Diese  Isomere  zeigten  bei 
31P-NMR-Messungen  jeweils  eine  hochfeldigere  chemische  Verschiebung  als  die 
langsamer eluierenden, Sp-konfigurierten Pendants.  
Die  chemischen  Verschiebungen  der  3-Phenylpropylphosphonat-  und 
Methylphosphonat-Dimere sind in Tabelle 9.1 wiedergegeben. Es ist zu erkennen, dass 
auch  bei  den  3-Phenylpropylphosphonat-Dimeren  die  schneller  von  der  HPLC-S￿ule 
eluierenden  Isomere  eine  hochfeldige  Verschiebung  im  Vergleich  zu  den  langsamer 
eluierenden Substanzen zeigen. Auffallend ist, dass die Unterschiede der chemischen 
Verschiebung  zwischen  den  Isomeren  der  3-Penylpropylphosphonate  signifikant 
geringer ausf￿llt als jene der entsprechenden Methylphosphonate. 
Trotz dieses Unterschiedes kann die Zuordnung der absoluten Konfiguration von den 
Methylphosphonaten auf die 3-Phenylphosphonate ￿bertragen werden. Dies bedeutet, 
dass  das  rascher  von  der  HPLC-S￿ule  eluierende  Isomer  Rp-konfiguriert  und  das 
langsamer eluierende Isomer Sp-konfiguriert ist. 
 
Tab. 9.1  Chemische 
31P-NMR-Verschiebungen  der  isomerenreinen  3-Phenylpropyl-
  phosphonat- und Methylphosphonat-Dimere. 
3-Phenylpropylphosphonat-Dimere 
Nr.  Dimer  Rp [ppm] (schnell)  Sp [ppm] (langsam) 
135  5·-d(A3PpT)  33,86  34,21 
136  5·-d(T3PpT)  33,87  34,38 
137  5·-d(C3PpG)  34,01  34,34 
Methylphosphonat-Dimere (Schell, 1998) 
---  5·-d(AMeT)  31,68  32,46 
---  5·-d(TMeT)  31,73  32,58 
---  5·-d(CMeG)  31,39  33,37 
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9.2.2 2D-ROESY-NMR-Messungen 
 
Um die empirische Zuordnung der absoluten Konfiguration abzusichern, wurden die 3-
Phenylpropylphosphonate  2D-ROESY-NMR  spektroskopisch  untersucht.  Die  Durch-
f￿hrung  erfolgte  in  Analogie  zu  den  Methylphosphonat-Dimeren  (L￿schner,  1990; 
Lebedev, 1993; Schell, 1998).  
Die Spektren wurden von allen acht synthetisierten Verbindungen aufgenommen. Die 
Dimere  wurden  in  (d6)-DMSO  gel￿st  und  an  einem  AMX600-Spektrometer  der  Firma 
Bruker  vermessen.  Die  exakte  Zuordnung  der  einzelnen  Protonen  erfolgte  durch  die 
entsprechenden 
1H,
1H-COSY-NMR-Spektren. 
Bei der folgenden Diskussion der Ergebnisse  wird nur auf die f￿r die  Zuordnung der 
absoluten  Konfiguration  entscheidenden  Kreuzsignale  eingegangen.  Dabei  handelt  es 
sich  um  das  jeweilige  H3·-  und  H4·-Proton  des  5·-Nucleosids  und  um  die  drei  CH2-
Gruppen der 3-Phenylpropyl-Gruppe. Die drei Methylengruppen werden bei der weiteren 
Betrachtung  mit  ,  ,    abgek￿rzt  [C6H5-CH2()-CH2()-CH2()-P].  Die  relevanten 
Ausschnitte aus den ROESY-Spektren sind in den Abbildungen 9.4, 9.5, 9.6 und 9.7 
wiedergegeben. 
F￿r die Kalkulation der Protonenabst￿nde wurden die Kreuzsignale integriert. Aus den 
erhaltenen  Daten  kann  ein  unbekannter  Protonenabstand  (r(u))  unter  Zuhilfenahme 
eines bekannten Abstandes (r(k)) nach folgender Beziehung berechnet werden: 
 
[9-1]  R(k)/R(u) = [r(u)/r(k)]
6 
 
Der  Wert  des  H2·-H2··-Kreuzsignals  des  5·-Nucleosids  wurde  als  Referenzdistanz 
gew￿hlt.  Der  Abstand  zwischen  diesen  beiden  Protonen  wurde  auf  1,78  ¯  festgelegt 
(L￿schner, 1990; Van de Ven, 1988). Im Falle der Dimere 137Rp und 137Sp konnte das 
Kreuzsignal  der  H2·-H2··-Protonen  aufgrund  von  Signal￿berlagerungen  nicht  exakt 
integriert werden. Aus diesem Grund wurde dort der Abstand der H5-H6-Protonen des 
Cytidins gew￿hlt. Der Abstand wurde auf 2,59 ¯ festgelegt (Kan, 1993; Van de Ven, 
1988). Diese Methode der Abstandsbestimmung ist mit einer Fehlergrenze von 10% 
hinreichend genau.  
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2D-ROESY-NMR-Spektren der Dimere 135Rp und 135Sp 
Die berechneten Abst￿nde der Protonen f￿r die Bestimmung der absoluten Konfiguration 
sind in Tabelle 9.2 wiedergegeben. Die Ausschnitte aus den ROESY-NMR-Spektren sind 
in Abbildung 9.4 gezeigt. Betrachtet man den Ausschnitt aus dem Spektrum des rascher 
eluierenden  Isomers  135Rp  (Abb.  9.4a),  so  erkennt  man  deutliche  Kreuzsignale 
zwischen  dem  H3·-Proton  des  Adenosins  und  den  Methylenprotonen  der  3-
Phenylpropylgruppe.  Die  entsprechenden  Kreuzsignale  des  H4·-Protons  mit  den 
Methylenprotonen  erscheinen  in  vergleichbarer  Intensit￿t.  Bei  dem  langsamer 
eluierenden Isomer 135Sp (Abb. 9.4b) sind ebenfalls starke Signale zwischen dem H3·-
Proton und den Methylenprotonen zu erkennen. Die Kreuzsignale, die zwischen dem 
H4·-Proton  und  den  Methylenprotonen  beobachtet  werden,  sind  hingegen  deutlich 
schw￿cher ausgepr￿gt. Diese visuellen Beobachtungen werden durch die berechneten 
Abst￿nde best￿tigt. Im Falle des Dimers 135Sp sind die Abst￿nde zwischen dem H3·-
Proton und den Methylenprotonen signifikant geringer als jene zwischen dem H4·-Proton 
und den jeweiligen CH2-Gruppen. Da sich die Kreuzsignale H3·-CH2() und H3·-CH2() 
sowie  H4·-CH2()  und  H4·-CH2()  der  Verbindung  135Rp  ￿berlagern,  konnten  die 
Abst￿nde  der  einzelnen  Protonen  nicht  ermittelt  werden.  Um  trotzdem  eine  Aussage 
￿ber die Konformation treffen zu k￿nnen wurden die Signale zusammen integriert und 
die erhaltenen Daten miteinander verglichen. Da sich dabei ann￿hernd der gleiche Wert 
zwischen  dem  H3·-  und  H4·-Proton  zu  den  Methylenprotonen  ergibt  kann  davon 
ausgegangen werden, dass die Abst￿nde nahezu identisch sind. 
 
Tab. 9.2  Berechnete  Protonenabst￿nde  f￿r  die  untersuchten  3-Phenylpropylphosphonat-
  Dimere 135Rp und 135Sp. Beschriftung der Methylengruppen , , : C6H5-CH2()-
  CH2()-CH2()-P;  Rp=  rascher-  Sp=  langsamer  von  der  HPLC-S￿ule  eluierendes 
  Isomer, *=kein Abstandwert, Summe aus zwei Kreuzsignalen. 
3-Phenylpropylphosphonat-Dimer 5·-d(A3PpT), Abst￿nde in ¯ 
  H3·(A)-  H3·(A)-  H3·(A)-  H4·(A)-  H4·(A)-  H4·(A)- 
135Rp  (2,49)*  3,73  (2,51)*  3,69 
135Sp  3,02  2,86  3,51  3,75  3,52  4,13 
 
Die  ermittelten  Ergebnisse  stehen  in  Analogie  zu  jenen,  die  f￿r  die  entsprechenden 
Methylphosphonate erhalten  wurden  (Kap.  9.1)  und  best￿tigen  zudem  die empirische 
Zuordnung der absoluten Konfiguration. Aus diesem Grund ist das von der HPLC-S￿ule 9  Bestimmung der absoluten Konfiguration  134
rascher eluierende Isomer 135Rp Rp-konfiguriert und das langsamer eluierende Isomer 
135Sp Sp-konfiguriert. 
 
2D-ROESY-NMR-Spektren der Dimere 136Rp und 136Sp 
Auch  im  Falle  der  3-phenylpropylmodifierten  Dimere  5·-d(T3PpT)  136Rp  und  136Sp 
best￿tigen  die  ermittelten  Protonen-Abstandswerte  die  empirische  Bestimmung  sowie 
die  bei  den  Methylphosphonat-Dimeren  getroffene  Zuordnung  der  absoluten 
Konfiguration. Die f￿r das rascher von der HPLC-S￿ule eluierenden Isomer berechneten 
Abst￿nde zwischen dem H3·-Proton und den Methylenprotonen sind nahezu identisch 
mit den Abst￿nden zwischen dem H4·-Proton und den entsprechenden CH2-Gruppen 
(Tab. 9.3). Das langsamer eluierende Isomer zeigt hingegen zwischen dem H4·-Proton 
und  den  Methylenprotonen  einen  deutlich  gr￿￿eren  Abstand  als  zwischen  dem  H3·-
Proton  und  den  Methylenprotonen.  Der  durch  die  Abstandbestimmung  dargelegte 
Sachverhalt ist auch gut anhand der in Abbildung 9.5 dargestellten Spektren ersichtlich. 
 
Tab. 9.3  Berechnete  Protonenabst￿nde  f￿r  die  untersuchten  3-Phenylpropylphosphonat-
  Dimere 136Rp und 136Sp. Beschriftung der Methylengruppen , , : C6H5-CH2()-
  CH2()-CH2()-P;  Rp=  rascher  Sp=  langsmer  von  der  HPLC-S￿ule  eluierendes 
  Isomer, n.b.= nicht bestimmbar 
3-Phenylpropylphosphonat-Dimer 5·-d(T3PpT), Abst￿nde in ¯ 
  H3·(T5·)-  H3·(T5·)-  H3·(T5·)-  H4·(T5·)-  H4·(T5·)-  H4·(T5·)- 
136Rp  3,24  2,99  n.b.  3,32  3,05  n.b. 
136Sp  3,10  3,05  n.b.  3,41  3,49  n.b. 
 
 
2D-ROESY-NMR-Spektren der Dimere 137Rp und 137Sp 
Aufgrund  zahlreicher  Signal￿berlagerungen  konnten  die  Abst￿nde  bei  den  Dimeren 
137Rp  und  137Sp  nicht  exakt  bestimmt  werden.  Die  ￿berlagerten  Kreuzsignale  der 
Methylengruppen  und  mit dem H3·-Proton bzw. H4·-Proton wurden trotzdem, wie im 
Falle  des  Dimers  135Rp,  integriert.  Die  erhaltenen  Werte  passen  in  das 
Zuordnungsmuster  zur  Bestimmung  der  absoluten  Konfiguration.  Der  erhaltene  Wert 
zwischen dem H3·-Proton und den Methylengruppen  und  ist im Falle des rascher 
eluierenden  Isomers  137Rp  identisch  zu  dem  f￿r  das  H4·-Proton  und  den 
Methylengruppen    und    bestimmten Wert.  Bei  dem  langsamer  eluierenden  Isomer 9  Bestimmung der absoluten Konfiguration  135
137Sp wurde zwischen dem H4·-Proton und den CH2-Gruppen  und  ein signifikant 
gr￿￿erer Wert ermittelt als zwischen dem H3·-Proton und den Methylengruppen. 
Bei  der  Betrachtung  der  entsprechenden  Spektren  (Abb.  9.6  a  und  b)  ist  dieser 
Sachverhalt sehr gut zu erkennen.  
 
Tab. 9.4  Berechnete  Protonenabst￿nde  f￿r  die  untersuchten  3-Phenylpropylphosphonat-
  Dimere 137Rp und 137Sp. Beschriftung der Methylengruppen , , : C6H5-CH2()-
  CH2()-CH2()-P;  Rp=  rascher-  Sp=  langsamer  von  der  HPLC-S￿ule  eluierendes 
  Isomer,  *=  kein  Abstandswert,  Summe  aus  zwei  Kreuzsignalen;  n.b.=  nicht 
  bestimmbar. 
3-Phenylpropylphosphonat-Dimer 5·-d(C3PpG), voll gesch￿tzt, Angaben in ¯ 
  H3·(C)-  H3·(C)-  H3·(C)-  H4·(C)-  H4·(C)-  H4·(C)- 
137Rp  (2,44)*  n.b.  (2,37)*  n.b. 
137Sp  (2,35)*  n.b.  (2,84)*  n.b. 
 
Um  die  Signal￿berlagerungen  zu  reduzieren,  wurden  die  Dimere  137Rp  und  137Sp 
vollst￿ndig entsch￿tzt. Bei den erhaltenen Verbindungen 142Rp und 142Sp kam es bei 
den relevanten Protonen zu keinen Signal￿berlagerungen. Aus diesem Grund wurde von 
diesen Verbindungen ebenfalls die 2D-ROESY-NMR-Spektren aufgenommen. 
 
2D-ROESY-NMR-Spektren der Dimere 142Rp und 142Sp 
Im  Falle  der  voll  entsch￿tzten  Dimere  142Rp  und  142Sp  konnte  kein  signifikanter 
Unterschied zwischen den Abst￿nden des Sp- und Rp-konfigurierten Isomers ermittelt 
werden.  Grund  hierf￿r  d￿rfte  die  gr￿￿ere  Beweglichkeit  der  entsch￿tzten  Dimere  im 
Vergleich zu den entsprechenden gesch￿tzten Dimeren sein.  
 
Tab. 9.5  Berechnete  Protonenabst￿nde  f￿r  die  untersuchten  3-Phenylpropylphosphonat-
  Dimere 142Rp und 142Sp. Beschriftung der Methylengruppen , , : C6H5-CH2()-
  CH2()-CH2()-P;  Rp=  rascher  Sp=  langsmer  von  der  HPLC-S￿ule  eluierendes 
  Isomer, n.b. = nicht bestimmbar 
3-Phenylpropylphosphonat-Dimer 5·-d(C3PpG), voll entsch￿tzt, Abst￿nde in ¯ 
  H3·(C)-  H3·(C)-  H3·(C)-  H4·(C)-  H4·(C)-  H4·(C)- 
142Rp  3,33  2,96  n.b.  3,41  3,06  n.b. 
142Sp  3,38  3,0  n.b.  3,51  3,09  n.b. 9  Bestimmung der absoluten Konfiguration  136
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 9.4  Ausschnitte  der  2D-ROESY-NMR-Spektren  der  3-phenylpropylmodifizierten 
  Dimere 5·-(A3PpT), a) rascher eluierendes Isomer 135Rp, b) langsamer eluierendes 
  Isomer 135Sp. 
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Abb. 9.5  Ausschnitte  der  2D-ROESY-NMR-Spektren  der  3-phenylpropylmodifizierten 
  Dimere 5·-(T3PpT), a) rascher eluierendes Isomer 136Rp, b) langsamer eluierendes 
  Isomer 136Sp. 
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Abb. 9.6  Ausschnitte  der  2D-ROESY-NMR-Spektren  der  3-phenylpropylmodifizierten 
  Dimere 5·-(C3PpG), a) rascher eluierendes Isomer 137Rp, b) langsamer eluierendes 
  Isomer 137Sp. 
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Abb. 9.7  Ausschnitte  der  2D-ROESY-NMR-Spektren  der  3-phenylpropylmodifizierten 
  Dimere 5·-(C3PpG), a) rascher eluierendes Isomer 142Rp, b) langsamer eluierendes 
  Isomer 142Sp. 
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Antisense- 
Oligonucleotide 
gegen HCV 
10.1 Zielsequenz / Bisherige Resultate 
 
 
Die zellfreien sowie die Zellkultur in vitro-Untersuchungen wurden in Zusammenarbeit 
mit  Prof.  Caselmann,  Dr.  Alt  (MPI  M￿nchen-Martinsried)  und  Dr.  Serve  vom 
Universit￿tsklinikum  Bonn  durchgef￿hrt.  Als  Zielregion  diente  die  5·-nicht  codierende 
Region  des  Hepatitis  C  Virus  (vgl.  Kap.  4.2).  Die  Antisense-Oligonucleotide  wurden 
dabei gegen die stark gefaltete Dom￿ne IV gerichtet. Zu den ersten Arbeiten auf diesem 
Gebiet  z￿hlte  die  Entwicklung  eines  in  vitro  und  in  vivo  effektiv  wirkenden  23mer 
Vollthioats,  das  gegen  die  Nucleotide  326-348  des  RNA-Genoms  des  HCV  (Typ  1b) 
gerichtet war (Alt, 1997; Alt, 1995). Legt man den Sekund￿rstrukturvorschlag von Honda 
zugrunde  (Abb.  10.1),  so  hybridiesiert  diese  Sequenz  mit  ihrem  3·-Ende  im  Bereich 
eines Pseudoknotens, w￿hrend das 5·-Ende eine Hairpin-Struktur mit einem Stamm aus 
f￿nf  Basenpaaren  und  einer  sieben  Nucleotide  beinhaltenden  Schleife  ￿berlagert 
(Honda, 1999; Honda, 1996). Diese Schleife ist die einzige l￿ngere Einzelstrangregion in 
diesem  Bereich  der  Virussequenz  und  enth￿lt  zudem  das  AUG-Startcodon  f￿r  die 10  Antisense-Oligonucleotide gegen HCV  142
Proteinbiosynthese  des  Polyproteinprecursors.  Die  dreidimensionale  Struktur  dieser 
Region dient dem Virus als IRES.  
 
 
Abb. 10.1  Ausschnitt  aus  dem  Sekund￿rstrukturmodell  der  5·-NCR  des  Hepatitis  C  Virus 
  (Honda, 1999; Honda, 1996). Gegen die blau markierte Sequenz wurden im Rahmen 
  dieser Arbeit die Antisense-Oligonucleotide gerichtet.  
 
Im folgenden wurden die Art und Anzahl der Phosphatr￿ckgrat-Modifikationen in dieser 
Sequenz variiert. Neben den polaren Phosphorthioaten wurden nicht polare methyl- und 
benzylmodifizierte Antisense-Oligonculeotide synthetisiert. Die Anzahl der Modifikationen 
wurde  auf  sechs  je  23mer  reduziert,  die  sowohl  ￿ber  die  Sequenz  verteilt,  als  auch 
terminal (je drei am 5·- bzw. 3·-Ende) positioniert  waren. Die Oligonucleotide zeigten 
eine  hohe  Stabilit￿t  gegen￿ber  3·-Exonucleasen  und  wiesen  gegen￿ber  den 
komplement￿ren DNA- und RNA-Zielsequenzen eine ausreichend hohe Duplexstabilit￿t 
auf.  Erwartungsgem￿￿  zeigten  die  terminal  modifizierten  Oligonucleotide,  die  16 
aufeinanderfolgende,  unmodifizierte  Phosphordiesterbindungen  enthielten,  im 
Heteroduplex  (DNA/RNA)  eine  deutlich  st￿rkere  Aktivierung  der  RNase  H  als  die 
vollmodifizierten Phosphorthioate und die Oligonucleotide, die ￿ber die Sequenz verteilt 
modifiziert waren. Zudem konnte f￿r die Methyl- und Benzylphosphonate eine Erh￿hung 
ihrer  Lipophilie  im  Vergleich  zu  den  Phosphorthioaten  festgestellt  werden  (Alt,  1999; 
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Caselmann,  1997).  F￿r  alle  modifizierten  Antisene-Oligonucleotide  konnte  in  einem 
zellfreien  in  vitro  Translations-Assay  eine  hyperbolische,  dosisabh￿ngige  Inhibierung 
gefunden  werden,  wobei  die  Oligonucleotide  mit  den  ￿ber  die  Sequenz  verteilten 
Modifikationen bei niedrigen Konzentrationen deutlich schw￿cher wirkten. Die maximale 
Inhibierung  im  Falle  der  23mere  lag  bei  einer  Wirkstoffkonzentration  von  10  M  bei 
80,4%1,9% f￿r das terminal modifizierte Phosphorthioat und bei 87,0%3,7% f￿r das 
terminal  modifizierte  Benzylphosphonat.  Auch  in  in  vitro  Zellkultur-Experimenten  mit 
HepG2 Zellen zeigten die Antisense-Oligonucleotide eine deutliche Inhibierung der HCV-
Genexpression (Caselmann, 2000; Alt, 1999). In folgenden Arbeiten wurde die Sequenz 
des  23mers  sukzessive  in  Schritten  von  je  drei  Nucleotiden  verk￿rzt.  Die  terminal 
modifizierten Phosphorthioate wurden in vitro untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass 
bis  zu  einer  Sequenzl￿nge  von  17  Nucleotiden  keine  Abnahme  der  Inhibierung 
festzustellen  ist  (Abb.  10.2).  Eine  Verk￿rzung  der  Sequenzl￿nge  auf  16  bzw.  14 
Nucleotide  f￿hrt  jedoch  zu  einer  signifikanten  Verschlechterung  der  Inhibierung 
(Lehmann, 2001). 
 
 
Abb. 10.2  Vergleich  der  Inhibierung (zellfreier  in  vitro-Assay)  der  HCV-Genexpression  durch 
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  23mer-, 20mer- und 17mer Phosphorthioat Antisense-Oligonucleotide. 
Aufgrund  dieser  Ergebnisse  wurden  alle  weiteren  Untersuchungen  mit  17mer 
Oligonucleotiden durchgef￿hrt, die gegen die Nucleotide 342-326 des Hepatitis C Virus 
gerichtet waren. Die phosphorthioat- und benzylmodifizierten 17mere tS-13 und tB-13 
wurden  ebenfalls  in  einem  Zellkultur-Translations-Assay  untersucht.  Dabei  wurde  bei 
einer Konzentration von 4 M nach 24 Stunden eine maximale Inhibierung von 81% f￿r 
das  Phosphorthioat  tS-13  und  71%  f￿r  das  Benzylphosphonat  tB-13  gefunden  (Abb. 
10.3).  Die  Inhibierung  lag  sogar  ￿ber  den Werten,  die  f￿r  die  23mer  Oligonucleotide 
erzielt wurden. Zudem war die Inhibierung im Vergleich zu den ￿Mismatch￿-Kontrollen tS-
13K und tB-13K hochspezifisch (Lehmann, 2001). 
 
 
Abb. 10.3  Graphische  Darstellung  der  Inhibierung  des  HCV-Luciferse  Fusionsgens  nach  24 
  Stunden  im  Zellkultur-Translations-Assay  (HepG2-Zellen).  =Phosphorthioat, 
  =Benzylphosphonat, K=￿Mismatch￿-Kontrolle 
 
Aufgrund  der  sehr  guten  Inhibitionsraten,  Hybridisierungseigenschaften,  Lipophilie-
erh￿hung,  Nucleasestabilit￿t  sowie  der  sehr  hohen  Spezifit￿t  der  benzylmodifizierten 
Antisense-Oligonucleotide  im  Vergleich  zu  den  Phosphorthioaten  und  Methyl-
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phosphonaten sollten im Rahmen dieser Arbeit neue, lipophilere R￿ckgratmodifikationen 
synthetisiert und getestet werden. Durch die Erh￿hung der Lipophilie sollte eine bessere 
zellul￿re  Aufnahme  und  somit  eine  bessere  Inhibitionsrate  erzielt  werden.  Durch  die 
vorliegenden Ergebnisse wurden als Zielsequenz die 17 Nucleotide 342-326 der 5·-nicht 
codierenden  Region  des  Hepatitis  C  Virus  gew￿hlt.  Die  Antisense-Oligonucleotide 
wurden dabei sechsfach terminal modifiziert (je drei Modifikationen am 3·-bzw. 5·-Ende). 
Es wurde das 2-Phenylethylphosphonat S54, 4-Phenylbutylphosphonat S55 und das 2,4-
Difluorbenzylphosphonat S56 synthetisiert. Zum Vergleich der Daten wurden zus￿tzlich 
das  Phosphorthioat  S57  und  das  Benzylphosphonat  S53  synthetisiert.  Die 
Oligonucleotide S57 und S53 sind identisch mit den bereits getesteten Str￿ngen tS-13 
und tB-13. Die Synthese der 17mer Antisense-Oligonucleotide ist in Kapitel 7 ausf￿hrlich 
beschrieben. Auch sollte getestet werden inwieweit sich die gew￿hlte Zielsequenz auch 
f￿r die Inhibierung mittels RNAi geeignet. Aus diesem Grund wurden die 21mer RNA-
Oligonucleotide S59-S61 synthetisiert. Jeder Strang besitzt am 3·-Ende einen ￿berhang 
von zwei Thymidinen. Die 21mere sind gegen die Nucleotide 346-326 der 5·-NCR des 
Hepatitis C Virus gerichtet. Der Duplex S59-S60 sowie die ￿Mismatch￿-Kontrolle S60-S61 
sollten in vitro sowie in Zellkultur getestet werden. Die Inhibierungsversuche sind jedoch 
zu diesem Zeitpunkt noch nicht abgeschlossen. 
 
 
 
10.2 Tm-Werte der Antisense-Oligonucleotide 
 
 
Ein  Kriterium  f￿r  Antisense-Oligonculeotide  ist  die  Hybridisierung  mit  der  RNA-
Zielsequenz. Dies ist eine zwingende Voraussetzung f￿r die Wirkung eines Antisense-
Oligonucleotids durch die physische Blockade der Ziel-RNA oder f￿r die Aktivierung der 
RNase H (vgl. Kap. 2.3.2). ￿ber die Bestimmung der Tm-Werte l￿sst sich zeigen, ob ein 
Oligonucleotid  in  isotonischer  Pufferl￿sung  bei  der  K￿rpertemperatur  eines  S￿ugers 
einen  stabilen  Duplex  ausbilden  kann.  Au￿erdem  zeigen  die  Schmelzpunkte  auf, 
welchen Einfluss die eingef￿hrten R￿ckgratmodifikationen auf die Stabilit￿t der Duplexe 
besitzen. 
Die  Aufnahme  der  UV-Schmelzkurven  erfolgte,  wie  bei  den  einfach  modifizierten 
Oligonucleotid-Duplexen,  an  einem  Zweistrahl  UV/VIS-Spektralphotometer  Cary  1  der 10  Antisense-Oligonucleotide gegen HCV  146
Firma Varian. Die Messungen wurden ebenfalls in 10 mM Phosphatpuffer (pH 7,0), der 
140 mM NaCl enthielt, durchgef￿hrt. Es wurde mit einer Einzelstrangkonzentration von 3 
M  gearbeitet.  Aufgrund  der  Sechsfachmodifizierung  kam  es  zu  einer  gr￿￿eren 
Schwankungsbreite der ermittelten Tm-Werte von 1,0￿C. Die Antisense-Oligonucleotide 
wurden sowohl mit dem komplement￿ren sense-DNA- S51 als auch mit den sense-RNA-
Strang S52 hybridisiert. Die erhaltenen Tm-Werte sind in Tabelle 10.1 wiedergegeben.  
 
Im Falle der DNA/DNA-Hybride zeigt der benzylmodifizierte Duplex S51-S53 einen um 
1,3￿C  niedrigeren  Tm-Wert  als  der  unmodifizierte  Doppelstrang  S50-S51.  Durch  das 
Gemisch aus Rp- und Sp-konfigurierten Modifikationen kommt es nicht wie bei einfach 
modifizierten, Rp-konfigurierten Benzylphosphonaten zu einer Tm-Wert-Erh￿hung. Der 2-
phenylethylmodifizierte  Oligonucleotid-Duplex  S51-S53  weist  eine  etwas  st￿rkere  Tm-
Wert-Erniedrigung  von  3,7￿C  auf.  Dies  liegt  jedoch  immer  noch  im  Bereich  des 
Phosphorthioat-Duplexes S51-S57, der einen Schmelzpunkt von 62,5￿C aufweist. Die 
nach  den  Resultaten  der  einfach  modifizierten  2-Phenylphosphonate  und  4-
Phenylphosphonate  zu  erwartende  deutliche  Erniedrigung  der  Schmelzpunkte  trat 
jedoch nicht ein. Ein Grund hierf￿r d￿rfte sein, dass die Modifikationen an den Enden der 
Oligonucleotide eingef￿hrt sind. Dies f￿hrte bei Modifikationen mit l￿ngeren Alkylketten 
im Falle der einfach modifizierten Dodecamere zu stabileren Duplexen als jene die mittig 
modifiziert waren (vgl. Kap. 8.1.2).  
 
Tab. 10.1  Tm-Werte  der  unterschiedlich  modifizierten  Antisense-Oligonucleotide  nach  der
  Hybridisierung  mit  der  DNA-  bzw.  RNA-Zielsequenz  S51  und  S52.  Gemessen  in 
  Phosphatpuffer  (10  mM  Phosphat,  140  mM  NaCl,  pH  7,0),  Einzelstrang-
  konzentration: 3 M, Fehlergrenze: 1,0￿C 
Nr.  Antisense-Oligonucleotide  sense-DNA 
S51 [￿C] 
sense-RNA 
S52 [￿C] 
S50  5·d(TGG TGC ACG GTC TAC GA)   66,4  63,0 
S57  5·-d(TpSGpSGpSTGC ACG GTC TApSCpSGpSA)  62,5  58,9 
S53  5·-d(B
TB
GB
GTGC ACG GTC TB
AB
CB
GA)  65,1  61,1 
S54  5·-d(D
TD
GD
GTGC ACG GTC TD
AD
CD
GA)  62,7  58,7 
S55  5·-d(F
TF
GF
GTGC ACG GTC TF
AF
CF
GA)  59,4  48,8 
S56  5·-d(M
TM
GM
GTGC ACG GTC TM
AM
CM
GA)  56,8  55,9 
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Erstaunlicherweise zeigt der 2,4-difluorbenzylmodifizierte Duplex S51-S56 eine Tm-Wert-
Erniedrigung von 9,6￿C im Vergleich zum unmodifizierten Doppelstrang S50-S51. 
Betrachtet  man  die  Hybridisierung  der  Antisense-Oligonucleotide  mit  der  RNA-
Zielsequenz  S52  so  zeigen  alle  erhaltenen  Duplexe  niedrigere  Tm-Werte  als  die 
DNA/DNA-Analoga.  Die  Verh￿ltnisse,  wie  sie  bei  den  DNA/DNA-Hybriden  erl￿utert 
wurden, sind jedoch nahezu identisch. Anzumerken bleibt, dass die Destabilisierung der 
modifizierten DNA/RNA-Doppelstr￿nge h￿her ausf￿llt als bei den DNA/DNA-Duplexen. 
Besonders  auffallend  ist  dies  bei  dem  4-phenylbutylmodifizierten  Duplex  S52-S55. 
Dieser weist eine  Tm-Wert-Erniedrigung von 14,2￿C im Vergleich zum unmodifizierten 
Pendant auf. 
Zusammenfassend  l￿sst  sich  feststellen,  dass  die  ermittelten  Schmelzpunkte  der 
Antisense-Oligonucleotide  mit  den  komplement￿ren  DNA-  bzw.  RNA-Sequenzen  eine 
v￿llig ausreichende Stabilit￿t f￿r die Antisense-Anwendung gegen den Hepatitis C Virus 
am Tiermodell oder am Menschen aufweisen. 
 
 
 
10.3 CD-spektroskopische Untersuchungen 
 
 
Die  CD-spektroskopischen  Messungen  wurden  durchgef￿hrt,  um  strukturelle 
Ver￿nderungen  der  Helices,  die  aufgrund  der  Sechsfachmodifikation  der  Antisense-
Oligonucleotide  hervorgerufen  wurden,  zu  untersuchen.  Es  wurden  sowohl  die 
DNA/DNA-Duplexe  als  auch  die  DNA/RNA-Heteroduplexe  vermessen.  Dazu  wurden 
dieselben L￿sungen verwendet, die zur Bestimmung der Tm-Werte zum Einsatz kamen 
(Kap.  10.2).  Die  Vorgehensweise  erfolgte  analog  zu  den  CD-Untersuchungen  der 
einfach modifizierten Oligonucleotid-Duplexe (siehe Kap. 8.3).  
Abbildung 10.4 zeigt die CD-Spektren der DNA/DNA-Duplexe. Der Kurvenverlauf des 
unmodifizierten  Duplexes  S50-S51  sowie  der  benzyl-  und  2-phenylethylmodifizierten 
Duplexe  S51-S53  und  S51-S54  weist  die  typische  Form  einer  B-DNA-Helix  auf.  Der 
Hauptunterschied liegt in der Intensit￿t der positiven Elliptizit￿t bei 280 nm. Die benzyl- 
und  2-phenylethylmodifizierten  Duplexe  S51-S53  und  S51-S54  zeigen  dabei  eine 
signifikant geringere Intensit￿t was ￿ wie bereits eingehend erl￿utert (Kap. 8.3) - auf die 
verminderten  Basenstapelungswechselwirkungen  zur￿ckzuf￿hren  ist.  Dies  d￿rfte  die 10  Antisense-Oligonucleotide gegen HCV  148
Ursache  f￿r  die  niedrigeren  Tm-Werte  der  modifizierten  Duplexe  im  Vergleich  zum 
unmodifizierten  Doppelstrang  S50-S51  sein  (vgl.  Kap.  10.2).  Im  Falle  des  4-
phenylbutylmodifizierten Duplex S51-S55 bildet sich keine typische B-Helix mehr aus. 
Dies  spiegelt  sich  in  dem  drastisch  ver￿nderten  Kurvenverlauf  wider.  Die  gleichen 
Verh￿ltnisse  liegen  auch  bei  dem  2,4-diflurobenzylmodifizierten  Duplex  S51-S56  vor. 
Durch  die  drastische  Ver￿nderung  der  Helixform  ist  auch  der  niedrige  Schmelzpunkt 
dieses  Duplexes  zu  erkl￿ren.  Der  Kurvenverlauf  des  Phosphorthioat-Duplex  S51-S57 
gleicht dem einer B-DNA, jedoch mit gering ausgepr￿gter Elliptizit￿t bei 290 nm. Diese 
Beobachtung  steht  jedoch  im  Einklang  mit  den  in  der  Literatur  beschriebenen  CD-
Spektren von Phosphorthioaten (Clark, 1997). 
 
 
Abb. 10.4  CD-Spektren der Antisense-Oligonucleotide S53-S57 nach Hybridisierung mit dem 
  DNA-Gegenstrang S51 
 
Die CD-Spektren der DNA/RNA-Heteroduplexe weisen alle die A-Form einer Doppelhelix 
auf.  Im  Falle  des  unmodifizierten  Duplex  S50-S52  ist  dies  sehr  gut  durch  ein 
ausgepr￿gtes Maximum bei 262 nm im positiven Bereich und ein schwaches Minimum 
bei 235 nm im negativen Bereich ersichtlich. Betrachtet man die phenylalkylmodifizierten 
Heteroduplexe S52-S53, S52-S54, S52-S55 und S52-S56, so erkennt man jeweils eine 
deutliche bathochrome Verschiebung des positiven Maximums um 4 nm bis 11 nm im 
Vergleich  zum  unmodifizierten  Doppelstrang.  Auch  verringert  sich  die  Intensit￿t  der 
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positiven Elliptizit￿t in diesem Bereich. Die Abnahme steht wiederum in Korrelation mit 
den  ermittelten  Tm-Werten  dieser  Duplexe  (Kap.  10.2).  Die  Kurvenform  des 
Phosphorthioat-Duplexes S52-S57 stimmt mit den literaturbekannten Angaben ￿berein 
(Clark, 1997). 
 
 
Abb. 10.5  CD-Spektren der Antisense-Oligonucleotide S53-S57 nach Hybridisierung mit dem 
  RNA-Gegenstrang S52 
 
Zusammenfassend  l￿sst  sich  feststellen,  dass  sich  im  Falle  der  benzyl-  als  auch  2-
phenylethylmodifizierten  Duplexe  die  entsprechende  B-  (DNA/DNA)  bzw.  A-Helixform 
(DNA/RNA)  ausbildet.  Bei  den  4-phenylbutyl-  und  2,4-difluorbenzylmodifizierten 
Duplexen kommt es bei den DNA/DNA-Hybriden zu einer signifikanten Abweichung von 
der  ￿blichen  B-Helixform,  w￿hrend  die  entsprechenden  DNA/RNA-Heteroduplexe  die 
erwartete  A-Form  einnehmen.  Aus  strukturellen  Aspekten  sollten  somit  alle 
synthetisierten  phenylalkylmodifizierten  Oligonucleotide  f￿r  den  Antisense-Einsatz 
geeignet sein. 
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10.4 Lipophilie der Antisense-Oligonucleotide 
 
 
Ein Ziel der neu synthetisierten DNA-R￿ckgratmodifikationen war die Lipophilie der zum 
Einsatz kommenden Antisense-Oligonucleotide zu erh￿hen. Wie bereits bei den einfach 
arylalkylmodifizierten  Oligonucleotiden  gezeigt  werden  konnte  l￿sst  sich  die  Lipophilie 
sehr gut anhand der relativen Retentionszeiten - die durch RP-HPLC ermittelt werden - 
bestimmen  (Kap.  8.4).  Es  wurden  0,2  bis  0,3  OD  des  jeweiligen  Antisense-
Oligonucleotids auf eine analytische S￿ule der Firma Merck (Purospher
ﬁ STAR RP-18e 
Material  (￿endcapped￿)  5  m)  injiziert.  Die  Chromatographie  erfolgte  mittels  eines 
Gradienten aus 0% bis 60% Acetonitril in 0,1 M Triethylammoniumacetat-Puffer (pH 7,0) 
innerhalb von 30 Minuten. Die Flussrate betrug 1,0 ml/min und die UV-Detektion erfolgte 
bei einer Wellenl￿nge von 260 nm.  
Wie bei den mono-modifizierten Hexameren weisen die sechsfach modifizierten benzyl-, 
2-phenylethyl- und 4-phenylbutylmodifizierten Antisense-Oligonucleotide S53, S54 und 
S55 signifikant l￿ngere Retentionszeiten auf als der unmodifizierte Strang S50 und das 
Phosphorthioat  S57  (Abb.  10.6).  Auch  l￿sst  sich  sehr  gut  erkennen,  dass  die 
Retentionszeit mit der Verl￿ngerung der Alkylkettenl￿nge von eins zu zwei und weiter zu 
vier  (CH2)-Gruppen  kontinuierlich  ansteigt.  ￿beraschenderweise  wurde  f￿r  das  2,4-
difluorbenzylmodifizierte  Oligonucleotid  S56  mit  11,53  Minuten  eine  deutlich  k￿rzere 
Elutionszeit ermittelt als f￿r das benyzlmodifizierte Pendant S53 mit 15,15 min. Im Falle 
der einfach modifizierten Hexamere zeigten die fluorsubstituierten Benzylderivate S12 
und S13  eine  l￿ngere  Retentionszeit  als  der unsubstituierte  benzylmodifizierte  Strang 
S03. Grund hierf￿r d￿rfte die st￿rkere Hydratation des sechsfach modifizierten 17mers 
im Vergleich zum einfach modifizierten Hexamer sein. 
Bei den phenylalkylmodifizierten Oligonucleotiden S53-S56 kann ferner eine deutliche 
Signalverbreiterung  im  Vergleich  zum  unmodifizierten  17mer  S50  festgestellt  werden. 
Diese f￿llt umso st￿rker aus, je sterisch anspruchsvoller und lipophiler die Modifikationen 
im  entsprechenden  17mer  sind.  Die  Verbreiterung  l￿sst  sich  mit  dem  Vorliegen  von 
Diastereoisomerengemischen  erkl￿ren.  Aufgrund  von  sechs  R￿ckgratmodifikationen 
entstehen bei der Oligonucleotid-Festphasensynthese 2
6=64 diastereoisomere 17mere. 
Da die Sp- und Rp-konfigurierten Phosphatr￿ckgratmodifikationen unterschiedlich rasch 
von der S￿ule eluieren kommt es zu der beobachteten Peakverbreiterung.  
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Abb. 10.6  RP-HPLC-Profile  der  Antisense-Oligonucleotide  mit  den  entsprechenden 
  Retentionszeiten zur Bestimmung der Lipophilie 
 
 
 
10.5 Stabilit￿t gegen￿ber Nuclease P1 
 
 
Wie  bereits  in  Kapitel  2.3.2  erl￿utert  spielt  die  Stabilit￿t  gegen￿ber  Nucleasen  eine 
entscheidende Rolle f￿r die Einsetzbarkeit von Antisense-Oligonucleotiden. Die f￿r die 
Tests in den letzten Jahren standardm￿￿ig eingesetzte 3·-Exonuclease Schlangengift 
Phosphodiesterase  (Crotalus  durissus)  ist  nicht  mehr  k￿uflich  zu  erwerben.  Aufgrund 
dessen wurden die synthetisierten Oligonucleotide hinsichtlich ihrer Stabilit￿t gegen￿ber 
der Endonuclease P1 untersucht. Diese einzelstrangspezifische Nuclease ist in der Lage 
sowohl DNA- als auch RNA-Oligonucleotide zu schneiden. Die Bestimmung der Stabilit￿t 
erfolgte mittels UV-Spektroskopie an einem Cary-1 Ger￿t der Firma Varian. Dabei wurde 
die Tatsache ausgenutzt, dass die Absorption der monomeren Nucleotide h￿her ist als 
die Absorption der entsprechenden Nucleotide die sich in Oligomeren befinden. F￿r die 
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Messung wurden jeweils 3 M (0,5 OD) Oligonucleotid S50, S53-S57 in 1,0 ml 0,2 M 
Natriumacetatpuffer  (pH 5,3)  einpipettiert  und mit  300  mU  Nuclease P1 versetzt.  Die 
K￿vette wurde umgehend in den Strahlengang gebracht und die Absorptionszunahme 
bei 20￿C in Abh￿ngigkeit der Zeit aufgenommen. In Abbildung 10.7 sind die erhaltenen 
Kurven abgebildet. Wie erwartet erfolgte der Abbau des unmodifizierten Stranges S50 
sehr rasch. Bereits nach 30 s war der Strang fast v￿llig verdaut. Bei Betrachtung der 
phenylalkylmodifizierten  Oligonucleotide  ist  ein  signifikant  langsamerer  Abbau 
festzustellen. Das 2-Phenylethylphosphonat S54 ist dreimal, das Benzyl- S53 und 2,4-
Difluorbenzylphosphonat  S56  viermal  und  das  4-Phenylbutylphosphonat  S56  f￿nfmal 
resistenter gegen￿ber der Nuclease P1 als der unmodifizierte Strang S50.  
 
 
Abb. 10.7  Stabilit￿t der Antisense-Oligonucleotide gegen￿ber Nuclease P1 
 
Bei  dem  Phosphorthioat  S57  wurde  eine  sehr  langsame,  lineare  Zunahme  der 
Absorption  beobachtet.  Ein  konstanter  Absorptionswert  konnte  erst  nach  11  Minuten 
festgestellt  werden.  Dies  ergab  eine  22fache  Stabilisierung  des  Stranges  gegen￿ber 
dem unmodifizierten Analogon S50. Diese Feststellung deckt sich mit literaturbekannten 
Erkenntnissen. Im Falle der Phosphorthioate werden Sp-konfigurierte Phosphorthioate 
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spezifisch  von  Nuclease  P1  gespalten,  w￿hrend  Rp-konfigurierte  Pendants  nur  sehr 
langsam hydrolysiert werden (Koziolkiewicz, 1995). 
 
 
 
10.6 Aktivierung der RNase H 
 
 
Die Aktivierung der RNase H und die damit verbundene Spaltung der RNA-Zielsequenz 
ist der effektivste Mechanismus zur Inhibierung der Genexpression mittels Antisense-
Oligonucleotiden (Kap. 3.2.1). Durch die Modifikation des Phosphatr￿ckgrats kann die 
Aktivierung der RNase H ausbleiben, wodurch dieser Wirkmechanismus nicht mehr zur 
Verf￿gung steht. Dieser Effekt wird unter anderem bei den Methylphosphonaten, PNA·s 
und  Morpholino-Oligonucleotiden  beobachtet,  w￿hrend  die  Phosphorthioate  und  die 
LNA·s die RNase H aktivieren (Kap. 2.3.3). 
Um  zu  ￿berpr￿fen  inwieweit  die  phenylalkylmodifizierten  Antisense-Oligonucleotide  in 
der  Lage  sind  die  RNase  H  zu  aktivieren  wurde,  das  30mer  RNA-Oligonucleotid  5·-
r(GAGGUCUCGUAGACCGUGCACCAUGAGCAC) S58 synthetisiert. Dieses entspricht 
den  Nucleotiden  320-349  der  5·-NCR  des  Hepatitis  C  Virus  und  enth￿lt  die  RNA-
Zielsequenz f￿r die Antisense-Oligonucleotide. Die hervorgehobenen Nucleotide geben 
die  Angriffsstelle  der  17mer  Antisense-Oligonucleotide  S53-S57  an.  F￿r  die  sp￿tere 
Detektion wurde die 5·-Position der RNA durch [-
32P]-ATP unter Verwendung der T4-
Polynucleotid-Kinase 
32P-markiert. F￿r die Messung wurden 50 pM der RNA mit jeweils 
25  pM  Antisense-Oligonucleotid  f￿r  2  Minuten  bei  37￿C  in  10  l  Reaktionsl￿sung 
inkubiert. Die L￿sung bestand aus 40 mM Tris-HCl (pH 7,5), 4 mM MgCl2, 1 mM DTT 
und 1 l Polymerase III Zellextrakt. Das Polymerase III Zellextrakt wurde anstelle von 
rekombinanter RNase H eingesetzt, wodurch die Zellbedingungen besser nachgeahmt 
werden k￿nnen. Da sich auch andere RNasen in diesem Zellextrakt befinden, wurde der 
RNase Inhibitor RNasin zugegeben (Scherr, 1998). Die Reaktion wurde durch Zugabe 
des  Ladepuffers  gestoppt  und  die  L￿sungen  auf  ein  Polyacrylamid-Gel,  das  8  M 
Harnstoff  enthielt,  gegeben.  Die  radioaktiven  Banden  wurden  mittels  eines 
Autoradiographen visualisiert. Das erhaltene Gel ist in Abbildung 10.8 abgebildet.  
Die ersten drei Banden zeigen dabei die Kontrollexperimente mit unterschiedlichen RNA-
Konzentrationen von 50 pM, 25 pM und 10 pM, bei denen kein Antisense-Oligonucleotid 10  Antisense-Oligonucleotide gegen HCV  154
zugesetzt  wurde.  Es  ist  gut  zu  erkennen,  dass  die  RNA  nicht  abgebaut  wurde.  Die 
folgenden  Banden  zeigen  die  L￿sungen,  bei  denen  die  unterschiedlichen  Antisense-
Oligonucleotide zugegeben wurden. Im Falle des 2-Phenylethylphosphonats S54, 2,4-
Difluorbenzylphosphonats  S56  und  Phosphorthioats  S57  ist  die  RNA,  wie  beim 
unmodifizierten Strang S50, vollst￿ndig geschnitten. Als Hauptspaltprodukt ist dabei ein 
12  Nucleotide  langes  Oligonucleotid  entstanden.  Durch  die  Zugabe  des  4-
phenylbutylmodifizierten Antisense-Oligonucleotids S55 wurde die RNA nicht vollst￿ndig 
gespalten. 
 
 
Abb. 10.8  RNA-Spaltung durch Aktivierung der RNase H 
 
Die  Resultate  demonstrieren,  dass  2-phenylethyl-  und  2,4-difluorbenzylmodifizierte 
Antisense-Oligonucleotide  in  der  Lage  sind  die  RNase  H  zu  aktivieren.  Dabei  ist  im 
Vergleich zu den Phosphorthioaten kein Unterschied in der Effektivit￿t zu erkennen. 
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10.7 In vitro-Untersuchungen 
 
 
10.7.1 Zellfreie in vitro-Untersuchungen 
 
Die  Wirksamkeit  der  phenylalkylmodifizierten  Antisense-Oligonucleotide  wurde  in  der 
Arbeitsgruppe  von  Prof.  W.H.  Caselmann  bestimmt.  Der  in  vitro-Translations-Assay 
wurde dabei von Michael Alt entwickelt (Alt, 1995). Ein Hauptbestandteil des zellfreien 
Assays ist ein Plasmid-Konstrukt mit dem Namen pT7NCRluc, das beginnend von 5·-
Ende aus  dem  T7-Promotor  f￿r  die  RNA-Polymerase,  den 341 Nucleotiden  der nicht 
codierenden Region (5·-NCR) und den 66 Nucleotiden des Core-Gens zusammensetzt 
ist (Abb. 10.9). Die ersten drei Nucleotide des Core-Gens sind zugleich das Startcodon 
f￿r  die  Proteinbiosynthese.  Nach  dem  Core-Gen  wurde  die  f￿r  die  Firefly-Luciferase 
codierende Sequenz ohne ihr eigenes Startcodon im Leseraster kloniert.  
F￿r die Durchf￿hrung des Translations-Assays wurde zun￿chst das Plasmid pT7NCRluc 
in  vitro  transkribiert.  Der  resultierende RNA-Strang enth￿lt  die  Zielsequenz  f￿r  die  zu 
testenden Antisense-Oligonucleotide und hat eine Gr￿￿e von 2371bp (Sakamoto, 1996). 
Die  dreidimensionale  Struktur  des  transkribierten  Stranges  erm￿glicht  die  Erkennung 
durch die Ribosomen und f￿hrt zur Synthese des Proteins, dass ￿ber die coexprimierte 
Firefly-Luciferase nachgewiesen werden kann.  
 
 
Abb. 10.9  Schematische  Darstellung  des  HCV-Luciferase  Reporter-Gen-Konstrukts 
  pT7NCRluc f￿r den zellfreien in vitro-Translations-Assay. 
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F￿r die Durchf￿hrung der Messungen wurden die Antisense-Oligonucleotide zuerst in 
einem Puffer aus 100 mM NaCl und 10 mM TRIS-HCl (pH 7,5) mit der transkribierten 
RNA vorhybridisiert. Es wurde mit Oligonucleotid-Konzentrationen von 0,2 M, 0,5 M, 
1,0 M, 2,0 M und 5,0 M gearbeitet. Die Menge an RNA betrug jeweils 50 ng. F￿r die 
Hybridisierung  wurde  die  L￿sung  10  Minuten  auf  75￿C  erhitzt  und  anschlie￿end 
innerhalb  einer  Stunde  auf  Raumtemperatur  abgek￿hlt.  Die  so  erhaltenen  L￿sungen 
wurden  zu  12  l  Kaninchen-Reticulozyten-Lysat  (Promega,  Heidelberg)  gegeben  und 
eine  Stunde  bei  37￿C  inkubiert.  F￿r  die  Messung  der  Luciferase-Aktivit￿t  wurde  ein 
Drittel  der  Translationsl￿sung  entnommen  und  zu  100  l  des  Luciferase-Assay-
Reagenzes  gegeben.  Nach 30  s  wurde  die  relative  Lichtausbeute  an  einem  Berthold 
AutoLumat  LB953  Luminometer  bestimmt.  Als  100%  Lichtausbeute  wurde  der  Wert 
festgelegt,  der  bei  dem  parallel  laufenden  Kontrollexperiment  ohne  Antisense-
Oligonucleotid ermittelt wurde (Alt, 1999).  
Die Ergebnisse der durchgef￿hrten in vitro-Translations-Assays sind in Abbildung 10.10 
graphisch  dargestellt.  Die  Inhibierungsversuche  f￿r  das  2,4-difluorbenzylmodifizierte 
Oligonucleotid S56 stehen noch aus.  
F￿r  alle  getesteten  Antisense-Oligonucleotide  S53-S55  sowie  S57  konnte  eine 
dosisabh￿ngige,  im  Vergleich  zur  ￿Mismatch￿-Kontrolle  tS-13K  hochspezifische 
Inhibierung der Genexpression gefunden werden. Als Kontroll-Oligonucleotid diente das 
sechsfach  modifiziertes  Phosphorthioat  tS-13K  5·-d(TGCTGCACGCTCTAGGA), 
welches  drei  Fehlpaarungen  zur  RNA-Zielsequenz  ausbildet.  Dabei  wurden  zwei 
Guanosin  durch  Cytosin  sowie  ein  Cytosin  durch  Guanosin  ersetzt  (unterstrichene 
Nucleotide zeigen die Fehlpaarungsstellen an). 
Die beste Inhibierung von 96%2% konnte mit dem Phosphorthioat S57 erzielt werden. 
Der  IC50-Wert  liegt  dabei  bei  125  nM.  Auch  zeigten  die  2-phenylethyl-  und 
benzylmodifzierten  Antisense-Oligonucleotide  S53  und  S54  mit  92%3%  beziehungs-
weise  87%4%  eine  sehr  gute  Inhibierung  der  Genexpression.  Im  Vergleich  zum 
Phosphorthioat S57 lagen die IC50-Werte mit 400 nM f￿r das Benzylphosphonat S53 und 
700 nM f￿r das 2-Phenylethylphosphonat S54 etwas h￿her. Die geringste Inhibierung 
von 80%5% wurde mit dem 4-phenylbutylmodifizierten Oligonucleotid S55 erzielt. Auch 
ist  der  ermittelte  IC50-Wert  von  1,0  M  h￿her  als  bei  allen  anderen  17meren.  Die 
geringere Inhibitionsrate ist vermutlich auf die schw￿cher ausgepr￿gte Hybridisierung mit 
der RNA-Zielsequenz (vgl. Kap. 10.2) und die durch die Modifikationen hervorgerufenen 
strukturellen Ver￿nderungen (vgl. Kap. 10.3) zur￿ckzuf￿hren. Ein weiterer Grund f￿r die 10  Antisense-Oligonucleotide gegen HCV  157
niedrigere  Inhibierungsrate  k￿nnte  die  geringere  Aktivierung  der  RNase  H  sein  (Kap. 
10.6),  auch  wenn  die  Aktivierung  der  RNase  in  Kaninchen-Reticolozyten-Lysaten  im 
Allgemeinen sehr gering ist (Alt, 1997; Crooke, 1996). 
Die  Resultate  der  zellfreien  in  vitro-Inhibierung  verdeutlichen,  dass  die  phenylalkyl-
modifizierten  Oligonucleotide  sehr  gut  f￿r  den  Antisense-Einsatz  gegen  die  HCV-
Genexpression geeignet sind. 
 
 
Abb. 10.10  Graphische Darstellung der zellfreien in vitro-Inhibierung der HCV-Genexpression 
  durch  phenylalkylmodifizierte  Antisense-Oligonucleotide.  tS-13K=Phosphorthioat 
  ￿Mismatch￿-Kontrolle  (5·-d(TGCTGCACGCTCTAGGA),  die  unterstrichenen 
  Nucleotide sind f￿r die Fehlpaarungen verantwortlich. 
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10.7.2 In vitro Zellkultur-Untersuchungen 
 
 
Die  Zellkultur-Untersuchungen  wurden  ebenfalls  in  Zusammenarbeit  mit  der 
Arbeitsgruppe  von  Prof. W.H.  Caselmann  an  der  Friedrich-Wilhelms-Universit￿t  Bonn 
durchgef￿hrt.  Das  f￿r  den  in  vitro  Zellkultur-Translations-Assay  eingesetzte  Plasmid-
Konstrukt ￿hnelt vom Aufbau her dem Plasmid, das im zellfreien in vitro-Translations-
Assay zum Einsatz kam. Das Konstrukt pCMVNCRluc ist in Abb. 10.11 abgebildet. Im 
Vergleich zu dem in Kap. 10.6 dargestellten Plasmid-Konstrukt ist vor dem T7-Promoter 
zus￿tzlich der CMV-Promotor f￿r h￿here Zellen einkloniert. Zudem befindet sich am 3·-
Ende  ein  Polyadenylierungssignal.  F￿r  die  Bestimmung  der  Antisense-Effizienz  der 
phenylalkylmodifizierten Oligonucleotide in Zellkultur wurden Leberzelllinien wie HepG2-
Zellen oder CCl13-Zellen stabil mit dem Plasmid pCMVNCRluc transfiziert. In fr￿heren 
Arbeiten  wurden  die  HepG2-Zellen  noch  transient  mit  dem  entsprechenden  Plasmid-
Konstrukt transfiziert (Alt, 1995). 
 
 
Abb. 10.11  Schematische  Darstellung  des  HCV-Luciferase  Reporter-Gen  Konstrukts 
  pCMVNCRluc f￿r den in vitro Zellkultur-Translations-Assay 
 
F￿r die Zellkultur-Translations-Assays wurden 1  10
5 HepG2-Zellen (ATCC HB 8065) 
bzw. 1  10
4 CCl13-Zellen pro Titerplatte  in Dulbecco·s modifiziertem Eagle-Medium, 
das 10% f￿tales K￿lberserum, 30 g/ml Penicillin und 50 g/ml Streptomycin enthielt, 
ausges￿t.  Nach  18  Stunden  wurden  die  stabil  transfizierten  Zellen  mit  2,0  M  des 
entsprechenden  Antisense-Oligonucleotids  nach  der  Lipofektin-Methode  (Life 
Technologies, Eggenstein) ￿berschichtet. Die Luciferase-Aktivit￿t wurde bei den HepG2-
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Zellen  nach  4  Stunden  und  bei  den  CCl13-Zellen  nach  24  Stunden  sowie  nach  48 
Stunden  bestimmt.  Hierzu  wurden  die  Zellen  zuerst  mit  PBS  gewaschen.  F￿r  den 
eigentlichen Luciferase-Assay wurde ein Aliquot der Zellen mit 25 mM Tris-H3PO4, 2 mM 
CDTA,  2  mM  DTT,  10%  Glycerol  und  1%  Triton  X-100  bei  pH=7,8  lysiert.  Um  den 
Zellschrott abzutrennen, wurde das Lysat zentrifugiert und die Proteinkonzentration des 
￿berstandes  mit  einem  Protein-Assay  bestimmt.  Die  L￿sung  wurde  mit  100  l 
Luciferase-Reagenz  versetzt  und  die  relative  Lichtausbeute  nach  30  s  an  einem 
Luminometer bestimmt. 
Bei den Hemmversuchen in den Zellkulturen wurde jeweils auch das sechsfach terminal 
modifizierte  23mer-Phosphorthioat  tS-10  [5·-d(TGCTCATGGTGCACGGTCTAC 
GA)] und die ￿Mismatch￿-Kontrollen tS-10K [5·-d(TGCTGATGCTGCACGCTCTAG 
GA)] sowie tS-13K [5·-d(TGCTGCACGCTCTAGGA)] mit untersucht. Zum einen 
konnten  so  ￿  durch  Vergleich  der  Inhibierungsraten  mit  fr￿heren  Untersuchungen  - 
R￿ckschl￿sse  auf  die  Reproduzierbarkeit  der  Messungen  gezogen  werden  und  zum 
anderen  konnten  die  Ergebnisse,  die  durch  die  phenylalkylmodifizierten  Antisense-
Oligonucleotide  erzielt  wurden,  besser  bewertet  werden.  Abbildung  10.12  zeigt  die 
erhaltenen Inhibierungsraten in HepG2-Zellen nach einer Zeit von 4 Stunden.  
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Abb. 10.12  Graphische  Darstellung  der  Inhibierung  des  HCV-Luciferase-Fusionsgens  in 
  HepG2-Zellen 10  Antisense-Oligonucleotide gegen HCV  160
Die gr￿￿te Inhibierung von jeweils 42% konnte mit dem 23mer Phosphorthioat tS-10 und 
dem 2-Phenylethylphosphonat S54 erzielt  werden. Auch das 4-phenylbutylmodifizierte 
Antisense-Oligonucleotid  S55  zeigte,  im  Gegensatz  zu  den  zellfreien  in  vitro-
Untersuchungen (Kap. 10.6), mit 39% eine gute Effizienz. Die Inhibierung mittels des 
17mer  Phosphorthioats  S57  und  des  Benzylphosphonates  S53  fiel  mit  jeweils  33% 
etwas geringer aus. Betrachtet man die Phosphorthioat ￿Mismatch￿-Kontrollen tS-10K 
und  tS-13K,  so  zeigen  diese  ￿hnliche  Inhibierungsraten  wie  die  regul￿ren 
Oligonucleotide tS-10 und S57. Dieses Problem trat in HepG2-Zelllinien bereits fr￿her in 
unregelm￿￿igen  Abst￿nden  auf.  Nur  die  benzylmodifizierte  Kontrolle  tB-13K  [5·-
d(TGCTGCACGCTCTAGGA)] zeigt den erwarteten Wert.  
 
Aus diesem Grund wurden alle weiteren Hemmversuche in CCl13-Zellen durchgef￿hrt. 
Dort  zeigten  alle  ￿Mismatch￿-Kontrollen  jeweils  nur  eine  geringf￿gige  Inhibierung  des 
HCV-Luciferase-Fusionsgens  (Abb.  10.13).  Die  Inhibierung  wurde  jeweils  nach  24 
Stunden und 48 Stunden bestimmt. Nach 24 Stunden zeigen die 2-phenylethyl-, 2,4-
difluorbenzyl- und benzylmodifzierten Antisense-Oligonucleotide S54, S56 und S53 wie 
auch  das  Phosphorthioat  S57  eine  signifikante  Inhibierung  des  HCV-Luciferase-
Fusionsgens.  Die  Effizienz  dieser  17mere  ist  im  Rahmen  der  Fehlergrenzen  nahezu 
identisch.  Erstaunlicherweise  zeigt  das  23mer  Phosphorthioat  tS-10  eine  deutlich 
geringere  Inhibierungsrate.  Mit  dem  4-phenylbutylmodifizierten  Oligonucleotid  S55 
konnte keine spezifische Inhibierung festgestellt werden. Die Gr￿nde hierf￿r d￿rften in 
der deutlich schw￿cheren Hybridisierung des Oligonucleotids mit der RNA-Zielsequenz 
(Kap. 10.2) und der signifikant schw￿cheren Aktivierung der RNase H (Kap. 10.6) zu 
suchen sein.  
Nach 48 Stunden nimmt die Inhibierungsrate aller Antisense-Oligonucleotide deutlich ab. 
Dies deutet auf eine enzymatische Zersetzung der Oligomere hin. Es l￿sst sich jedoch 
erkennen, dass die Inhibierung der Phosphorthioate tS-10 und S57 signifikant st￿rker 
abnimmt als die der 2-phenylethyl-, 2,4-difluorbenzyl- und benzylmodifizierten Antisense-
Oligonucleotide S54, S56 und S53. 
 
In  einem  weiteren  Zellkulturexperiment  mit  CCl13-Zellen  wurde  auf  die  Zugabe  des 
￿uptake enhancers￿ Lipofektin verzichtet. Dabei konnte keine signifikante Inhibierung der 
HCV-Genexpression beobachtet werden (Abb. 10.14). Dies unterstreicht die Tatsache, 
dass ohne die Zugabe eines kationischen Liposoms die Antisense-Oligonucleotide nicht, 
oder nur sehr schlecht, die Zellmembran passieren k￿nnen. 10  Antisense-Oligonucleotide gegen HCV  161
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Abb. 10.13  Graphische Darstellung der Inhibierung des HCV-Luciferase Fusionsgens in CCl13-
  Zellen 
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Abb. 10.14  Graphische Darstellung der Inhibierung des HCV-Luciferase Fusionsgens in CCl13-
  Zellen mit und ohne Zugabe von Lipofektin. 
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Zusammenfassend l￿sst sich festhalten, dass die zellfreien in vitro wie auch die in vitro- 
Zellkultur-Untersuchungen  zeigen,  dass  phenylalkylmodifizierte  Antisense-
Oligonucleotide effiziente und spezifische  Inhibitoren der HCV-Genexpression sind. In 
ihrer  Effektivit￿t  sind  sie  mit  den  Phosphorthioaten  gleichzusetzen,  in  einigen  F￿llen 
sogar ￿berlegen. Das Ziel folgender Arbeiten sollte sein, Modifikationen mit gr￿￿erem 
Ringsystem einzuf￿hren. Vielversprechende Kandidaten sind in diesem Zusammenhang 
(naphth-1-yl)methyl-  (I)  und  3-(anthracen-9-yl)propylmodifizierte  (K)  Antisense-
Oligonucleotide. Die entsprechenden modifizierten Phosphoramidite wurden bereits im 
Rahmen  dieser  Arbeit  synthetisiert  und  auf  deren  Einfluss  in  Duplexen  untersucht. 
Letzterer h￿tte zudem den Vorteil, dass aufgrund der Eigenfluoreszenz des Anthracens 
die Zellaufnahme verfolgt werden k￿nnte. 
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Zusammen-
fassung 
Im  Rahmen  dieser  Arbeit  werden  die  Synthese,  Eigenschaften  und 
Anwendungsm￿glichkeiten  von  Arylalkyl-R￿ckgrat  modifizierten  DNA-Oligonucleotiden 
untersucht.  Die  Substitution  eines  der  nichtbindenden  Sauerstoffatome  des 
Phosphatr￿ckgrats  durch  eine ungeladene  Gruppe  bringt  interessante  Ver￿nderungen 
der  Eigenschaften  der  resultierenden  Oligonucleotid-Duplexe  mit  sich.  Diese  h￿ngen 
sehr  stark  von  der  absoluten  Konfiguration  der  Modifikation  ab.  Das  erste  Ziel  der 
vorliegenden Arbeit war, lipophile, arylalkylmodifizierte Oligonucleotide zu synthetisieren 
und  die  Auswirkungen  der  absoluten  Konfiguration  der  Modifikationen  auf  die 
Eigenschaften  der  resultierenden  Duplexe  zu  untersuchen.  Als  zweites  sollten  die 
Modifikationen  in  Antisense-Oligonucleotide  eingebaut  werden  um  diese  auf  ihre 
Anwendbarkeit f￿r die Inhibierung der HCV Genexpression zu testen. 
In Abbildung 11.1 sind alle synthetisierten Modifikationen dargestellt. Um den Einfluss 
der Alkylkettenl￿nge auf die Eigenschaften der Oligonucleotide zu untersuchen wurden 
die  Benzyl-  (B),  2-Phenylethyl-  (D),  3-Phenylpropyl-  (E),  4-Phenylbutyl-  (F)  und  5-
Phenylpentylphosphonate (H) dargestellt. Die Abh￿ngigkeit der Eigenschaften von der 
Gr￿￿e  des  aromatischen  Systems  wurden  mittels  der  (Naphth-1-yl)methyl-  (I),  3-
(Naphth-1-yl)propyl-  (J)  und  der  3-(Anthracen-9-yl)propylphosphonate  (K)  bestimmt. 11  Zusammenfassung  164
Zudem  wurden  R￿ckgratmodifikationen  synthetisiert,  deren  Ringsystem  durch 
funktionelle  Gruppen  substituiert  war.  Dazu  geh￿rten  die  4-Fluorbenzyl-  (N),  2,4-
Difluorbenzyl- (M), p-Methylbenzyl- (O), p-Methoxybenzyl- (P), p-(t-Butyl)benzyl- (Q) und 
4-(4-Fluorphenyl)butylphosphonate (R). Als Vergleichsmodifikationen wurden zudem die 
entsprechenden Methylphosphonate (S) und die Phosphorthioate (pS) dargestellt. 
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Abb. 11.1  Synthetisierte DNA-R￿ckgrat-Modifikationen 
 
Die  R￿ckgratmodifikationen  wurden  ￿ber  die  Festphasensynthese  nach  der 
Phosphoramiditmethode  in  Oligonucleotide  eingebaut.  Als  Ausgangsverbindungen  f￿r 
die modifizierten Phosphoramidite dienten die Arylalkylhalogide. Diese wurden in einer 
Grignard-Reaktion  zu  den  entsprechenden  magnesiumorganischen  Verbindungen 
umgesetzt.  In  einer  in  situ  Reaktion  erfolgte  die  Ummetallierung  in  die  unreaktiveren 
cadmiumorganischen  Substanzen.  Die  weitere  Umsetzung  der  metallorganischen 11  Zusammenfassung  165
Spezies mit Phosphortrichlorid f￿hrte zu den Arylalkyldichlorphosphanen. Die Synthese 
der  Dichlorphosphane  erwies  sich  dabei  als  Schl￿sselschritt  f￿r  die  Darstellung  der 
Phosphoramidite. Die weitere Reaktion der Dichlorphosphane mit N,N-Diisopropylamin 
f￿hrte zu den (Arylalkyl)(diisopropylamin)chlorphosphanen, welche mit den 5·-hydroxyl-
und aminogesch￿tzten, nat￿rlichen Nucleosiden zur Reaktion gebracht werden konnten 
(Kap. 6). Die modifizierten Phosphoramidite wurden so in guter Ausbeute erhalten. 
Die  Phosphoramidit-Bausteine  wurden  mittels  der  Oligonucleotid-Festphasensynthese 
selektiv, an verschiedenen Positionen in sehr guten Ausbeuten in Modell-Oligonucleotide 
eingebaut (Kap. 7). Als Sequenzen wurden die Hexamere 5·-d(GCCGCG) S01 und 5·-
d(CGCGCG)  S40  sowie  das  Dodecamer  5·-d(CAGGTCAATCAT)  S20  gew￿hlt.  Die 
Str￿nge  wurden  zun￿chst  nur  jeweils  einfach  modifiziert,  um  die  Ver￿nderungen  der 
Eigenschaften  besser  charakterisieren  zu  k￿nnen.  Bei  den  Hexameren  S01  und  S40 
wurde die mittlere Phosphatbr￿cke modifiziert. Im Falle des Dodecamers S20 wurden die 
mittlere  Position,  die  vorletzte  Position  des  3·-Endes  oder  die  sich  am  5·-Ende 
befindende Phosphatbr￿cke modifiziert. Die Entsch￿tzung der Oligonucleotide konnte in 
den  meisten  F￿llen  mit  konz.  Ammoniak  durchgef￿hrt  werden,  da  die  Arylalkyl-
phosphonate  eine  signifikant  geringere  Basenlabilit￿t  aufwiesen  als  die  literatur-
bekannten Methylphosphonate. Die Aufreinigung der DNA-Str￿nge erfolgte durch RP-
HPLC.  In  einem  zweiten  Schritt  konnten  die  erhaltenen  diastereoisomeren 
Oligonucleotide ebenfalls mittels RP-HPLC getrennt werden.  
Die einfach modifizierten, diastereoisomerenreinen Oligonucleotide wurden mittels RP-
HPLC auf ihre Lipophilie hin untersucht. Dabei wurde eine signifikante Verl￿ngerung der 
Retentionszeiten, die ein Ma￿ f￿r die Lipophilie darstellt, von den Arylalkylphosphonaten 
zu  den  unmodifizierten  Oligonucleotiden  sowie  zu  den  Phosphorthioaten  festgestellt 
(Kap.  8.4).  Die  Lipophilie  nahm  bei  der  Verl￿ngerung  der  Alkylkettenl￿nge  und  der 
Vergr￿￿erung  des  aromatischen  Ringsystems  pro  (CH2)-Gruppe  sowie  pro  weiterem 
Sechsring in konstanten Schritten zu. Diese Ergebnisse zeigen die M￿glichkeit auf, die 
Lipophilie  von  Oligonucleotiden  mittels  Arylalkyl-R￿ckgratmodifikationen  gezielt  zu 
beeinflussen und zu steuern. 
 
Um  den  Einfluss  der  Modifikationen  im  Doppelstrang  zu  untersuchen  wurden  die 
isomerenreinen Oligonucleotide mit dem Gegenstrang hybridisiert und die Tm-Werte der 
Duplexe  bestimmt.  Ferner  wurden  die  Doppelstr￿nge  auch  CD-  und  Fluoreszenz-
spektroskopisch untersucht. Die erhaltenden Daten f￿hrten zu folgenden R￿ckschl￿ssen 
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a) Modifikationen mit einer Alkylkettenl￿nge von einer (CH2)-Gruppe: B, I, M, N, O, P, Q 
 Die  Duplexe  mit  einer Rp-konfigurierten  Phosphatbr￿cke  zeigen  immer  h￿here  Tm-
Werte als jene mit einer Sp-konfigurierten Phosphateinheit (Tab. 8.1). 
 Im  Falle  der  mittleren  Modifikationsstelle  weisen  die  Rp-konfigurierten  Benzyl-
phosphonate  (B),  (Naphth-1-yl)methylphosphonate  (I)  und  2,4-Difluorbenzyl-
phosphonate  (M)  einen  h￿heren  Tm-Wert  auf  als  die  unmodifizierten  Duplexe. 
Ursache  hierf￿r  ist  eine  starke  --Wechselwirkung  zwischen  den  Aromaten  der 
Modifikation  und  dem  Phosphatr￿ckgrat.  In  Anwesenheit  von  volumin￿sen 
Substituenten  in  para-Stellung  des  Aromaten,  wie  im  Falle  der  p-Methylbenzyl-
phosphonate  (O)  und  p(t-Butyl)benzylphosphonate  (Q)  nimmt  der  Tm-Wert  beider 
Isomere signifikant ab (Tab. 8.2). Dies ist auf die gest￿rte Wechselwirkung ￿ hervor-
gerufen  durch  den  sterisch  anspruchsvolleren  Substituenten  -  zwischen  dem 
Aromaten und dem Duplex zur￿ckzuf￿hren. 
 Je weiter die Modifikationen am Ende der Duplexe platziert sind, desto niedriger sind 
die Tm-Werte im Falle der Rp-konfigurierten Isomere. Im Gegensatz dazu kommt es 
bei den Sp-konfigurierten Doppelstr￿ngen zu einer Erh￿hung der Schmelzpunkte. Im 
Falle  der  am  5·-Ende  modifizierten  Duplexe  sind  die  Tm-Werte  der  unterschiedlich 
konfigurierten Duplexe nahezu identisch (Tab. 8.4). 
 Alle modifizierten Duplexe weisen in ihren CD-Spektren den typischen Verlauf einer 
B-Helix auf. Die Intensit￿t der positiven Elliptizit￿t, die ein Ma￿ f￿r die St￿rke der --
Wechselwirkung  (base  stacking)  darstellt,  steht  dabei  in  guter  Korrelation  mit  den 
gemessenen  Schmelzpunkten.  Ein  stabilerer Duplex  f￿hrt  dabei  zu  einer  st￿rkeren 
Intensit￿t der Elliptizit￿t (Kap. 8.3). 
 
b) Modifikationen mit einer Alkylkettenl￿nge von zwei oder mehr (CH2)-Gruppen: 
 Im Gegensatz zu den Modifikationen mit einer (CH2)-Gruppe zeigen die Duplexe mit 
einer Sp-konfigurierten Gruppe an der Phosphatbr￿cke immer h￿here Tm-Werte als 
jene  mit  einer  Rp-konfigurierten  Phosphateinheit  (Tab.  8.1).  Dies  h￿ngt  damit 
zusammen, dass die Sp-konfigurierten Modifikationen bei gr￿￿erer Kettenl￿nge in der 
Lage sind attraktive --Wechselwirkungen mit dem Phosphatr￿ckgrat einzugehen. 
 Alle an der mittleren Position modifizierten Duplexe weisen einen niedrigeren Tm-Wert 
auf als das unmodifizierte Pendant. Die Verl￿ngerung der Alkylkettenl￿nge von zwei 
(CH2)-Gruppen auf f￿nf (CH2)-Gruppen hat nur noch einen geringen Einfluss auf die 
Schmelzpunkte.  Die  Vergr￿￿erung  des  Ringsystems  f￿hrt  hingegen  zu  einer 
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 Je weiter die Modifikationen am Ende der Duplexe positioniert sind, desto h￿her sind 
die  erhaltenen  Tm-Werte.  Im  Falle  der  am  5·-Ende  3-phenylpropyl-,  3-(naphth-1-
yl)propyl-  und  3-(anthracen-9-yl)propylmodifizierten  Duplexe  E,  J,  K  kommt  es  zu 
einer  signifikanten  Erh￿hung  des  Schmelzpunktes,  was  auf  einen  ￿Dangling-End-
Effekt￿ zur￿ckzuf￿hren ist. Dieser ist umso ausgepr￿gter je gr￿￿er das Ringsystem ist 
(Tab. 8.4). 
 Fluoreszenzmessungen  f￿hrten  im  Falle  der  endmodifizierten  3-(Anthracen-9-
yl)propylphosphonate  (K)  zu  einer  deutlichen  L￿schung  der  Fluoreszenz-Intensit￿t 
vom  Einzelstrang  zum  Doppelstrang,  was  einen  eindeutigen  Beweis  f￿r  den 
￿Dangling-End-Effekt￿ darstellt (Kap. 8.2). 
 In einer weiteren Untersuchung konnte die M￿glichkeit aufgezeigt werden, Duplexe 
die  eine  Ausbuchtung  beinhalten,  durch  l￿ngerkettige  Arylalkyl-R￿ckgrat-
modifikationen zu stabilisieren (Kap. 8.1.3). 
 
F￿r die Zuordnung der absoluten Konfiguration der Modifikationen in Oligonucleotiden 
wurde die empirische Regel zugrunde gelegt, dass das rascher eluierende Isomer bei 
der  RP-HPLC-Trennung  Rp-konfiguriert  und  das  langsamer  eluierende  Isomer  Sp-
konfiguriert ist. Zudem weisen die Rp-konfigurierten Isomere im 
31P-NMR-Spektrum stets 
die  hochfeldigere  chemische  Verschiebung  auf.  Um  diese  Gesetzm￿￿igkeit  zu 
best￿tigen, wurden drei 3-phenylpropylmodifizierte Dimere synthetisiert und untersucht. 
Im Falle der Methylphosphonat-Dimere konnte die absolute Konfiguration zudem mittels 
2D-NMR-ROESY  Messungen  bestimmt  werden.  Die  Ergebnisse  der  diastereomeren-
reinen 3-Phenylpropylphosphonat-Dimere best￿tigten  die  empirischen Regeln.  Die  bei 
den Methylphosphonaten gefundenen ROESY-NMR-Charakteristika konnten auf die 3-
Phenylpropylphosphonat-Dimere  ￿bertragen  werden  (Kap.  9).  Die  Interpretationen 
wurden  jedoch  aufgrund  der  vorliegenden  diasteriotopen  Methylenprotonen  der  3-
Phenylpropylgruppe und durch die ￿berlagerung einiger relevanter Signale erschwert. 
Fasst  man  die  erhaltenen  Daten  zusammen  kann  die  Zuordnung  der  absoluten 
Konfiguration  eindeutig  erfolgen. Wie  im  Falle  der  Methylphosphonate  ist  bei  den  3-
Phenylpropylphosphonaten das von der RP-HPLC-S￿ule rascher eluierende Isomer Rp-
konfiguriert und das langsamer eluierende Isomer Sp-konfiguriert. 
 
Neben  den  Untersuchungen  der  Charakteristika  der  Arylalkyl-R￿ckgrat  modifizierten 
Oligonucleotide  wurden  w￿hrend  dieser  Arbeit  einige  Modifikationen  gezielt  auf  ihre 11  Zusammenfassung  168
Einsetzbarkeit  f￿r  den  Antisense-Einsatz  getestet.  Als  RNA-Zielsequenz  wurden  die 
Nucleotide 326-342 der 5·-nicht codierenden Region des Hepatitis C Virus gew￿hlt. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden die sechsfach terminal 2-phenylethyl-, 4-phenylbutyl- 
und  2,4-difluorbenzylmodifizierten  17mer  Antisense-Oligonucleotide  D,  F  und  M 
synthetisiert  und  untersucht.  Zu  Vergleichszwecken  wurde  zus￿tzlich  das 
benzylmodifizierte  17mer  (B)  und  das  entsprechende  Phosphorthioat  (pS)  dargestellt. 
Die  arylalkylmodifizierten  Oligonucleotide  zeigten  gute  Hybridisierungseigenschaften 
gegen￿ber  der  sense-DNA  bzw.  sense-RNA  und  eine  deutlich  erh￿hte  Stabilit￿t 
gegen￿ber  der  Nuclease  P1  (Kap.  10.2,  10.5).  Ferner  konnte  die  Lipophilie  der 
Oligonucleotide  durch die  2-Phenylethyl-  und 4-Phenylbutylmodifikationen  (D)  und  (F) 
signifikant  gesteigert  werden  (Kap. 10.4). Die  2-Phenylethylphosphonate  (D) und  2,4-
Difluorbenzylphosphonate (M) sind zudem in der Lage die RNase H zu aktivieren (Kap. 
10.6).  
Alle dargestellten Antisense-Oligonucleotide wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. 
Caselmann  an  der  Rheinischen  Friedrich Wilhelms-Universit￿t  in  Bonn  in  einem  dort 
entwickelten zellfreien in vitro- sowie in einem in vitro-Zellkultur-Translations-Assay auf 
ihr  Inhibierungspotential  gegen  die  Hepatitis  C  Virus  Genexpression  getestet.  Dabei 
zeigten  die  Benzylphosphonate  (B),  Phosphorthioate  (pS)  und  die  2-Phenyl-
ethylphosphonate (D) im zellfreien in vitro  Testsystem hohe, spezifische Inhibierungs-
raten  (>87%),  bei  einer  Oligonucleotid-Konzentration  von  5  M  (Kap.  10.6).  Auch 
erwiesen sich die arylalkylmodifizierten Antisense-Oligonucleotide, mit Ausnahme der 4-
Phenylbutylphosphonate F, als sehr gute Inhibitoren der HCV-Genexpression in CCl13-
Zellen (Kap. 10.7). Die erzielten Inhibierungsraten lagen dabei knapp ￿ber den Werten 
die durch die Phosphorthioate erreicht werden konnten. 
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12.1 Allgemeines 
 
 
Eingesetzte L￿sungsmittel f￿r die Chromatographie 
  Essigester; technische Qualit￿t, wurde ￿ber CaCl2 getrocknet und destilliert 
  n-Hexan; technische Qualit￿t, wurde bei Normaldruck destilliert 
  Methanol; technische Qualit￿t, wurde ￿ber CaCl2 getrocknet und destilliert 
  Methylenchlorid; technische Qualit￿t, wurde ￿ber CaCl2 getrocknet und destilliert 
  Triethylamin; p.a. 
  Tetrahydrofuran; p.a. ￿ber Molekularsieb 
  Diethylether; p.a. ￿ber Natrium getrocknet und destilliert sowie ￿ber Na-Draht gelagert 
  Benzol, p.a. 
  Chloroform, p.a. 
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D￿nnschichtchromatographie (DC) 
F￿r die analytische DC wurden mit Kieselgel 60 beschichtete Aluminiumfolien mit dem 
Fluoreszenzindikator F254 (Schichtdicke 0,2 mm; Merck Nr. 5554) verwendet. Die Platten 
wurden  vor  Gebrauch  auf  eine  Gr￿￿e von  2-8   10  cm  zugeschnitten.  Alle  Rf-Werte 
wurden  bei  Kammers￿ttigung  ermittelt.  UV-aktive  Substanzen  wurden  mit  einer  UV-
Lampe  bei  einer  Wellenl￿nge  von  254  nm  detektiert.  Verbindungen,  die  eine  4,4·-
Dimethoxytritylgruppe  tragen,  konnten  durch  ￿berleiten  von  Salzs￿ured￿mpfen  bzw. 
durch Erhitzen mittels eines Hei￿luftf￿ns detektiert werden. 
 
Pr￿parative D￿nnschichtchromatographie 
F￿r die pr￿parative D￿nnschichtchromatographie (Fliehkraft-Chromatographie) wurde ein 
Chromatotron der Fa. Harrison Research (Modell 7924T) verwendet. Als Trennmaterial 
diente hierbei gipshaltiges Kieselgel (Merck 60 PF254, Nr. 7749), das in Schichtdicken 
von 1, 2 bzw. 4 mm auf entsprechende Glasplatten (Durchmesser 20 cm) aufgetragen 
wurde. Die Detektion der UV-aktiven Substanzen erfolgt bei einer Wellenl￿nge von 254 
nm. 
 
Pr￿parative S￿ulenchromatographie (Flash-Chromatographie) 
Die S￿ulenchromatographie (Still et al., 1978) wurde mit Kieselgel 60 (Korngr￿￿e 40-63 
m, Merck Nr. 9385) als Trennmaterial durchgef￿hrt. Es standen S￿ulen verschiedener 
Durchmesser zur Verf￿gung (d= 1-15 cm). Die Trennungen wurden entweder isokratisch 
oder mit Stufengradienten durchgef￿hrt (Kap. 12.1.2). 
 
Hochleistungsfl￿ssigkeitschromatographie (HPLC) 
Die  Aufreinigung  und  Diastereoisomerentrennung  der  nasschemisch  synthetisierten 
Dimere  erfolgte  an  einer  Normalphasen-HPLC  (Merck  Sep  Tech,  pr￿parative  S￿ule: 
Nucleoprep  von  Macherey  &  Nagel;  100-20;  430    50  mm;  Flu￿:  100  ml/min).  Die 
Elutionsmittel zur Aufreinigung wurden jeweils auf das Trennproblem hin optimiert. 
 
NMR-Spektroskopie 
Die Spektren wurden an Ger￿ten AM 250, WH 270, AMX 400 und AMX 600 der Firma 
Bruker  aufgenommen.  Die  chemische  Verschiebung    (ppm)  wurde  auf  das  jeweilige 
L￿sungsmittelsignal geeicht. Als L￿sungsmittel wurden (d6)-DMSO mit  = 2,49 ppm und 
CDCl3 mit  = 7,27 ppm f￿r die 
1H-NMR-Spektren sowie (d6)-DMSO mit  = 39,5 ppm 12  Experimenteller Teil  171
und CDCl3 mit  = 77,0 ppm f￿r die 
13C-NMR-Spektren verwendet. Die Verschiebung der 
31P-NMR-Signale  wurde  gegen  einen  externen  Standard von 85%iger  Phosphors￿ure 
angegeben. 
31P-NMR-Spektren  wurden  bei  einer  Frequenz  von  162  MHz  Breitband 
entkoppelt aufgenommen. Die Temperatur betrug bei allen Messungen 300 K. 
 
UV/VIS- Spektroskopie 
UV-Spektren wurden an einem UV- Spektralphotometer der Firma Varian (Modell Cary 
1) aufgenommen. 
 
Massenspektrometrie: ESI 
Die Massenspektren wurden an einem Ger￿t der Firma VG-Analytical und VG Biotec 
(heute: Micro-mass) aufgenommen. F￿r die Elekrospray-Ionisation (ESI) stand eine VG 
Platform II mit Quadrupol-Analysator der Firma Fisons zur Verf￿gung.  
 
Elementaranalyse 
Die Elementaranalysen wurden an einem Ger￿t der Firma Foss-Heraeus (CHN-O-Rapid) 
durchgef￿hrt. 
 
Schmelzpunktbestimmung 
Die  Schmelzpunkte  wurden  an  einer  Schmelzpunktapparatur  noch  Totteli  der  Firma 
B￿chi (Modell B￿chi 510) gemessen. Die Werte wurden nicht korrigiert. 
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12.2 Synthese der Einzelverbindungen 
 
 
Benzyldichlorphosphan 4 
 
Literatur:  Samstag, 1992; Samstag, 1994; Lehmann, 2001 
P
Cl
Cl
 
C7H7Cl2P [193,01] 
 
Durchf￿hrung 
Alle Apparaturen und Kolben, die w￿hrend dieser Reaktion zum Einsatz kamen, wurden 
ausgeheizt und mit Argon geflutet. Zu 2,11 g Mg-Sp￿nen (87 mmol) wurde innerhalb von 
30 min portionsweise 10 ml Benzylchlorid 1 (86,9 mmol), welches in 100 ml abs. Ether 
gel￿st war, zugetropft. Nach vollst￿ndiger Zugabe wurde 2h zum Sieden erhitzt. Nach 
dem Abk￿hlen auf 0￿C wurde zu der erhaltenen Grignard-L￿sung 7,96 g CdCl2 (43,5 
mmol;  24h  in  einer  Trockenpistole  im  Vakuum  (10
-1  mbar)  ￿ber  P2O5  getrocknet) 
gegeben und 1h bei 0￿C und anschlie￿end 1h bei Raumtemperatur ger￿hrt. Das Salz 
wurde ￿ber eine Schlenkfritte abgetrennt und die klare L￿sung innerhalb einer Stunde zu 
einer auf ￿78￿C (Aceton/fl. N2) abgek￿hlten Mischung aus 53,1 ml PCl3 (608 mmol) und 
100 ml abs. Ether getropft. Man lies innerhalb von 1h auf RT kommen und r￿hrte noch 
eine  weitere  Stunde  bei  dieser  Temperatur.  Das  ausgefallene  CdCl2  wurde  ebenfalls 
￿ber eine Schlenkfritte abgetrennt. Der Niederschlag wurde zweimal mit je 50 ml abs. 
Ether  gewaschen.  Der  Ether  sowie  ￿bersch￿ssiges  PCl3  wurden  im 
Membranpumpenvakuum  abdestilliert  und  der  R￿ckstand  im  ￿lpumpenvakuum 
fraktioniert destilliert. Verbindung 4 wurde als klare Fl￿ssigkeit erhalten. 
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Alternative Durchf￿hrung 
Auch  hier  wurden  alle  Apparaturen  und  Kolben,  die  w￿hrend  dieser  Reaktion  zum 
Einsatz  kamen,  ausgeheizt  und  mit  Argon  geflutet.  Zu  einer  L￿sung  aus  5  ml 
Benzylchlorid 1 (43,4 mmol) und 30 ml abs. THF wurde innerhalb von 30 min bei ￿78￿C 
27,1 ml 1,5 M t-BuLi in Hexan (43,4 mmol) zugetropft. Nach vollst￿ndiger Zugabe wurde 
langsam (1 Stunde) auf RT erw￿rmt und weitere 30 min bei dieser Temperatur ger￿hrt. 
Nach dem Abk￿hlen auf 0￿C wurde zu der erhaltenen L￿sung 3,98 g CdCl2 (21,7 mmol; 
24h in einer Trockenpistole im Vakuum (10
-1 mbar) ￿ber P2O5 getrocknet) gegeben und 
1h bei 0￿C und anschlie￿end 1h bei Raumtemperatur ger￿hrt. Die klare L￿sung wurde 
innerhalb einer  Stunde zu einer  auf  ￿78￿C  (Aceton/fl.  N2)  abgek￿hlten  Mischung aus 
26,5  ml  PCl3  (304  mmol)  und  40  ml  abs.  THF  getropft.  Das  THF  sowie  das 
￿bersch￿ssige  PCl3  wurde  abdestilliert  und  der  R￿ckstand  (Salze  und 
Benzyldichlorphosphan  4)  in  20  ml  abs.  Diethylether  aufgenommen.  Die  unl￿slichen 
Salze  wurden  ￿ber  eine  Schlenkfritte  unter  Argonatmosph￿re  abgetrennt.  Der 
Diethylether  wurde  im  Membranpumpenvakuum  abdestilliert  und  der  R￿ckstand  im 
￿lpumpenvakuum  fraktioniert  destilliert.  Verbindung  4  wurde  als  klare  Fl￿ssigkeit 
erhalten. 
 
Ausbeute:  4,11 g (49%) 
 
Sdp.:  75￿C (10
-1 mbar) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
7.41-7.29 (m, 5H, arom. H); 3.73 (d, 2H, 
2J=15.3 Hz, -CH2-) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  179.74 
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Benzyl(diisopropylamin)chlorphosphan 5 
 
Literatur:  Lehmann, 2001; Caruthers, 1987 
P
N
Cl
 
C13H21ClNP [257,74] 
 
Die  Reaktion  wie  auch  die  Aufarbeitungsschritte  wurden  unter  Argonatmosph￿re 
durchgef￿hrt.  10,47  g  Benzyldichlorphosphan  4  (54,3  mmol)  wurden  in  50  ml  abs. 
CH2Cl2 gel￿st. Bei einer Temperatur von ￿30￿C (Aceton/fl. N2) wurde innerhalb von 1 
Stunde 15,24 ml N,N-Diisopropylamin (108,6 mmol) zugetropft. Man lies das Gemisch 
auf  Raumtemperatur  kommen  und  r￿hrte  1h  nach.  Das  ausgefallene 
Diisopropylammoniumchlorid  wurde  mittels  einer  Schlenkfritte  unter  Argon-￿berdruck 
abgetrennt  und  der  Filterkuchen  zweimal  mit  30  ml  abs.  CH2Cl2  gewaschen.  Das 
L￿sungsmittel  wurde  unter  Normaldruck  abdestilliert  und  der  R￿ckstand  fraktioniert 
destilliert. 
 
Ausbeute:  7,65 g (55%) 
 
Sdp.:  91￿C (10
-1 mbar) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
7.26-7.19 (m, 5H, arom. H); 3.48 (m, 2H, C6H5-CH2-); 3.41 (m, 2H, CH-
iPr); 
1.25 (m, 12H, -CH3) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3);  
  135.29 
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4-Phenyl-1-butanol 12 
 
Literatur:  Searles, 1951 
OH
 
C10H14O [150,22] 
 
50,0 g Benzylchlorid 1 (395 mmol), gel￿st in 200 ml abs. Ether, wurden unter Argon- 
Atmosph￿re auf 9,60 g Mg-Sp￿ne (395 mmol) getropft. Nach der vollst￿ndigen Zugabe 
wurde noch 1h unter R￿ckfluss gekocht. Zur abgek￿hlten Grignard-L￿sung wurden 23,23 
g  Trimethylenoxid  (400  mmol)  getropft  und  4h  unter  R￿ckfluss  gekocht.  Nach  dem 
Abk￿hlen  wurde  mit  ges.  NH4Cl-L￿sung  hydrolysiert.  Die  w￿ssrige  Phase  wurde  mit 
Ether extrahiert und die vereinigten org. Phasen ￿ber MgSO4 getrocknet, abfiltriert und 
das  L￿sungsmittel  evaporiert.  Der R￿ckstand wurde  fraktioniert  destilliert.  4-Phenyl-1-
butanol 12 wurde als klare Fl￿ssigkeit erhalten. 
 
Ausbeute:  39,6 g (67%) 
 
Sdp.:  107￿C (10
-1 mbar) 
1H-NMR:   [ppm] (250 MHz, CDCl3) 
7.24-7.07 (m, 5H, arom. H); 4.41 (t, 1H, 
3J=5.8 Hz, -OH); 3.58 (q, 2H, CH2-
OH); 2.58 (t, 2H, 
3J=6.4 Hz, C6H5-CH2); 1.66-1.48 (m, 4H, -CH2-CH2-) 
ESI-MS(-):  berechnet:  149.2 m/z (M-H)
- 
gefunden:  148.9 m/z (M-H)
- 
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5-Phenyl-1-pentanol 13 
 
Literatur:  Oae, 1953 
OH
 
C11H16O [164,24] 
 
20,0 g 2-Phenylethylbromid 7 (108 mmol), gel￿st in 100 ml abs. Ether, wurden unter 
Argonatmosph￿re  auf  2,62  g  Mg-Sp￿ne  (108  mmol)  getropft.  Nach  der  vollst￿ndigen 
Zugabe  wurde  noch  1h  unter  R￿ckfluss  gekocht.  Zur  abgek￿hlten  Grignard-L￿sung 
wurden  5,81  g  Trimethylenoxid  (100  mmol)  getropft  und  2h unter R￿ckfluss  gekocht. 
Anschlie￿end wurde mit 200 ml abs. Benzol versetzt und weitere 4h erhitzt. Nach dem 
Abk￿hlen  wurde  mit  ges.  NH4Cl-L￿sung  hydrolysiert.  Die  w￿ssrige  Phase  wurde  mit 
Ether extrahiert und die vereinigten org. Phasen ￿ber MgSO4 getrocknet, abfiltriert und 
das  L￿sungsmittel  evaporiert.  Der R￿ckstand wurde  fraktioniert  destilliert.  5-Phenyl-1-
pentanol 13 wurde als klare Fl￿ssigkeit erhalten. 
 
Ausbeute:  11,6 g (65%) 
 
Sdp.:  115￿C (10
-1 mbar) 
1H-NMR:   [ppm] (250 MHz, CDCl3) 
7.29-7.11 (m, 5H, arom. H); 4.33 (t, 1H, 
3J=5.1 Hz, -OH); 3.35 (q, 2H, CH2-
OH); 2.53 (t, 2H, 
3J=6.8 Hz, C6H5-CH2); 1.63-1.23 (m, 6H, -CH2-CH2-CH2-) 
ESI-MS(-):  berechnet:  163.2 m/z (M-H)
- 
  gefunden:  163.0 m/z (M-H)
- 
 
 
 
 
 12  Experimenteller Teil  177
4-(4-Fluorphenyl)-1-butanol 14 
 
 
OH
F  
C10H13FO [168,21] 
 
10,0 ml 4-Fluorbenzylbromid 8 (80,3 mmol), gel￿st in 50 ml abs. Ether, wurden unter 
Argonatmosph￿re auf 1,94 g Mg-Sp￿ne (80,3 mmol) getropft. Nach der vollst￿ndigen 
Zugabe  wurde  noch  1h  unter  R￿ckfluss  gekocht.  Zur  abgek￿hlten  Grignard-L￿sung 
wurden  9,29  g  Trimethylenoxid  (160  mmol)  getropft  und  6h unter R￿ckfluss  gekocht. 
Nach  dem  Abk￿hlen  wurde  mit  ges.  NH4Cl-L￿sung  hydrolysiert.  Die  w￿ssrige  Phase 
wurde  mit  Ether  extrahiert  und  die  vereinigten  org.  Phasen  ￿ber  MgSO4  getrocknet, 
abfiltriert und das L￿sungsmittel evaporiert. Der R￿ckstand wurde fraktioniert destilliert. 
4-(4-Fluorphenyl)-1-butanol 14 wurde als klare Fl￿ssigkeit erhalten. 
 
Ausbeute:  8,86 g (66%) 
 
Sdp.:  77￿C (10
-1 mbar) 
DC:  Rf = 0,31 (n-Hexan/Essigester 2:1) 
1H-NMR:   [ppm] (250 MHz, (d6)-DMSO) 
7.26-7.15 (m, 2H, arom. H); 7.11-7.02 (m, 2H, arom. H); 4.40 (b, 1H, -OH); 
3.42 (t, 2H, 
3J=6.3 Hz; C6H5-CH2-); 2.58 (q, 2H, CH2-OH); 1.62-1.53 (m, 
2H, C6H5-CH2-CH2-); 1.49-1.41 (m, 2H, -CH2-CH2-OH) 
 
 
 
 
 12  Experimenteller Teil  178
4-Phenyl-1-brombutan 15 
 
Literatur:  Oae, 1953 
Br
 
C10H13Br [213,11] 
 
25,0 g 4-Phenyl-1-butanol 12 (166 mmol) wurden mit 85 ml 48%iger HBr-L￿sung sowie 
250 mg rotem Phosphor versetzt und 6h unter R￿ckfluss gekocht. Danach wurden 12 ml 
konz. H2SO4 portionsweise zugetropft und weitere 12h zum Sieden erhitzt. Die erkaltete 
L￿sung  wurde  auf  das  doppelte  Volumen  Wasser  gegeben  und  die  org.  Phase 
abgetrennt.  Die  w￿ssrige  Phase  wurde  mit  Ether  extrahiert  und  die  vereinigten  org. 
Phasen mit 5%iger NaHCO3-L￿sung gewaschen, mit MgSO4 getrocknet, abfiltriert und 
einrotiert. Das Produkt 15 wurde als hellgelbe Fl￿ssigkeit nach fraktionierter Destillation 
erhalten. 
 
Ausbeute:  22,73 g (64%) 
 
Sdp.:  100￿C (10
-1 mbar) 
1H-NMR:   [ppm] (250 MHz, CDCl3) 
7.22-7.06 (m, 5H, arom. H); 3.28 (t, 2H, 
3J=6.2 Hz, -CH2-Br); 2.54 (t, 2H, 
3J=6.5 Hz, C6H5-CH2-); 1.85-1.70 (m, 4H, -CH2-CH2-) 
ESI-MS(-):  berechnet:  212.1 m/z (M-H)
- 
  gefunden:  211.1 m/z (M-H)
- 
 
 
 
 
 
 12  Experimenteller Teil  179
5-Phenyl-1-brompentan 16 
 
Literatur:  Huisgen, 1954 
Br
 
C11H15Br [227,14] 
 
25,0 g 5-Phenyl-1-pentanol 13 (153 mmol) wurden mit 75 ml 48%iger HBr-L￿sung sowie 
250 mg rotem Phosphor versetzt und 6h unter R￿ckfluss gekocht. Danach wurden 11 ml 
konz. H2SO4 portionsweise zugetropft und weitere 6h zum Sieden erhitzt. Die erkaltete 
L￿sung  wurde  auf  das  doppelte  Volumen  Wasser  gegeben  und  die  org.  Phase 
abgetrennt.  Die  w￿ssrige  Phase  wurde  mit  Ether  extrahiert  und  die  vereinigten  org. 
Phasen mit 5 ml konz. H2SO4 und 5%iger NaHCO3-L￿sung gewaschen, ￿ber Na2SO4 
getrocknet, abfiltriert und einrotiert. Das Produkt 16 wurde als hellgelbe Fl￿ssigkeit nach 
fraktionierter Destillation erhalten. 
 
Ausbeute:  23,3 g (67%) 
 
Sdp.:  115￿C (10
-1 mbar) 
1H-NMR:   [ppm] (250 MHz, CDCl3) 
7.33-7.16 (m, 5H, arom. H); 3.43 (t, 2H, 
3J=6.8 Hz, -CH2-Br); 2.64 (t, 2H, 
3J=7.3 Hz, C6H5-CH2-); 1.96-1.85 (m, 2H, -CH2-CH2-Br); 1.73-1.61 (m, 2H, 
C6H5-CH2-CH2-); 1.57-1.43 (m, 2H, -CH2-CH2-CH2-Br) 
ESI-MS(-):  berechnet:  226.1 m/z (M-H)
- 
  gefunden:  226.4 m/z (M-H)
- 
 
 
 
 
 12  Experimenteller Teil  180
4-(4-Fluorphenyl)-1-brombutan 17 
 
 
Br
F  
C10H12BrF [231,10] 
 
8,80  g  4-(4-Fluorphenyl)-1-butanol  14  (52,3  mmol)  wurden  mit  30  ml  48%iger  HBr-
L￿sung sowie 250 mg rotem Phosphor versetzt und 6h unter R￿ckfluss gekocht. Danach 
wurden 3 ml konz. H2SO4 portionsweise zugetropft und weitere 14h zum Sieden erhitzt. 
Die erkaltete L￿sung wurde auf das doppelte Volumen Wasser gegeben und die org. 
Phase abgetrennt. Die w￿ssrige Phase wurde mit Ether extrahiert und die vereinigten 
org. Phasen mit 5%iger NaHCO3-L￿sung gewaschen, mit MgSO4 getrocknet, abfiltriert 
und  einrotiert.  Das  Produkt  17  wurde  als  farblose  Fl￿ssigkeit  nach  fraktionierter 
Destillation erhalten. 
 
Ausbeute:  9,23 g (76%) 
 
Sdp.:  94￿C (10
-1 mbar) 
DC:  Rf = 0,40 (n-Hexan) 
1H-NMR:   [ppm] (250 MHz, (d6)-DMSO) 
7.27-7.20 (m, 2H, arom. H); 7.13-7.03 (m, 2H, arom. H); 3.53 (t, 2H, 
3J=6.4 
Hz; C6H5-CH2-); 2.59 (t, 2H, 
3J=7.5 Hz, -CH2-Br); 1.81-1.75 (m, 2H, C6H5-
CH2-CH2-); 1.71-1.63 (m, 2H, -CH2-CH2-Br) 
 
 
 
 
 12  Experimenteller Teil  181
3-(1-Naphthyl)-propanol 19 
 
Literatur:  Searles, 1951 
OH
 
C13H14O [186,25] 
 
40,0  g  1-Bromnaphthalin  18  (193  mmol),  gel￿st  in  200  ml  abs.  Ether,  wurden  unter 
Argonatmosph￿re auf 4,61 g Mg-Sp￿ne (190 mmol) getropft. Die Reaktion wurde durch 
Erhitzen mittels eines Heissluftf￿ns gestartet. Nach vollst￿ndigen Zugabe wurde noch 1h 
unter  R￿ckfluss  gekocht.  Zur  abgek￿hlten  Grignard-L￿sung  wurden  6,7  g 
Trimethylenoxid  (115  mmol)  getropft  und  4h  unter  R￿ckfluss  gekocht.  Anschlie￿end 
wurde mit 250 ml abs. Benzol versetzt und weitere 6h erhitzt. Nach dem Abk￿hlen wurde 
mit ges. NH4Cl-L￿sung hydrolysiert. Die w￿ssrige Phase wurde mit Ether extrahiert und 
die vereinigten org. Phasen ￿ber Na2SO4 getrocknet, abfiltriert und das L￿sungsmittel 
evaporiert. Das Produkt 19 (gelbliche Fl￿ssigkeit) wurde nach S￿ulenchromatographie 
an Kieselgel (Gradient: CH2Cl2/MeOH 99:1) erhalten. 
 
Ausbeute:  17,8 g (49%) 
 
DC:  Rf = 0,18 (CH2CH2) 
1H-NMR:   [ppm] (250 MHz, (d6)-DMSO) 
8.10 (m, 1H, arom. H); 7.90 (m, 1H, arom. H); 7.75 (m, 1H, arom. H); 7.58-
7.34 (m, 4H, Arom. H); 4.58 (t, 1H, 
3J=5.2 Hz, -OH); 3.51 (q, 2H, 
3J=6.4 
Hz, CH2-OH); 3.07 (t, 2H, 
3J=7.7 Hz, C6H5-CH2); 1.88-1.76 (m, 2H, -CH2-
CH2-OH) 
 
 
 
 12  Experimenteller Teil  182
1-(3-Brompropyl)naphthalen 20 
 
 
Br
 
C13H13Br [249,15] 
 
13,3 g 3-(1-Naphthyl)propanol 19 (83,7 mmol) und 72,5 g Tetrabrommethan (218 mmol) 
wurden in 200 ml abs. Ether gel￿st und bei 0￿C mit 52,7 ml Tri-n-octylphosphin (143 
mmol)  versetzt.  Die  L￿sung  wurde  20h  bei  Raumtemperatur  ger￿hrt.  Anschlie￿end 
wurde das L￿sungsmittel abdestilliert und der R￿ckstand chromatographiert (Laufmittel: 
n-Hexan). Das Produkt 20 wurde als hochviskose hellgelbe Fl￿ssigkeit erhalten. 
 
Ausbeute:  13,6 g (77%) 
 
DC:  Rf = 0,17 (n-Hexan) 
1H-NMR:   [ppm] (250 MHz, (d6)-DMSO) 
8.11 (m, 1H, arom. H); 7.93 (m, 1H, arom. H); 7.78 (m, 1H, arom. H); 7.59-
7.35 (m, 4H, arom. H); 3.60 (t, 2H, 
3J=6.6 Hz, CH2-Br); 3.16 (t, 2H, 
3J=7.4 
Hz, C6H5-CH2); 2.17 (m, 2H, -CH2-CH2-Br). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 12  Experimenteller Teil  183
3-(2-Naphthoxy)propylbromid 22 
 
Literatur:  Tada, 1990 
O Br
 
C13H13BrO [265,15] 
 
4,3 g 2-Naphthol 21 (30 mmol), 1,87 g KOH (48 mmol) und 18,2 g 1,3-Dibrompropan (90 
mmol)  wurden  in  20  ml  Methanol  gel￿st  und  bei  Raumtemperatur  36h  ger￿hrt.  Das 
L￿sungsmittel wurde abdestilliert und der R￿ckstand bis zu einem pH-Wert von 5,0 mit 1 
M HCl versetzt. Die L￿sung wurde mit Methylendichlorid extrahiert und die vereinigten 
org. Phasen mit 5%iger w￿ssriger NaHCO3-L￿sung sowie mit Wasser gewaschen. Es 
wurde mit Na2SO4 getrocknet, abfiltriert und das L￿sungsmittel wie auch ￿bersch￿ssiges 
Dibrompropan  abdestilliert.  Der  R￿ckstand  wurde  an  Kieselgel  chromatographiert 
(Gradient: n-Hexan/Essigester 6:1). 
 
Ausbeute:  4,05 g (51%) 
 
DC:  Rf = 0,49 (n-Hexan/Essigester 6:1) 
Sdp.:  112￿C (10
-1 mbar) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, (d6)-DMSO) 
7.82 (m, 3H, arom. H); 7.46 (m, 1H, arom. H); 7.34 (m, 2H, arom. H); 7.17 
(m, 1H, arom. H); 4.20 (t, 2H, 
3J=6.0 Hz, O-CH2-); 3.72 (t, 2H, 
3J=6,6 Hz, 
CH2-Br); 2.32 (qt, 2H, 
3J=6.3 Hz; -CH2-CH2-Br) 
ESI-MS(+):  berechnet:  266.2 m/z (M+H)
+ 
  gefunden:  267.1 m/z (M+H)
+ 
 
 
 
 
 
 12  Experimenteller Teil  184
9-Bromanthracen 24 
 
Literatur:  Buu-Hoi, 1944 
Br
 
C14H9Br [257,13] 
 
9,0  g  Anthracen  23  (50,5  mmol)  wurden  in  50  ml  CCl4  gel￿st  und  mit  9,0  g  N-
Bromsuccinimid (50,5 mmol) versetzt. Die L￿sung wurde 90 min unter R￿ckflu￿ gekocht. 
Nach dem Abk￿hlen wurde das ausgefallene Succinimid abfiltriert und das L￿sungsmittel 
evaporiert.  Der  feste  R￿ckstand  wurde  ￿ber  einen  S￿belkolben  destilliert.  9-
Bromanthracen 24 wurde als gelber Feststoff erhalten. 
 
Ausbeute:  10,0 g (77%) 
 
DC:  Rf = 0,27 (n-Hexan) 
Smp.:  102￿C 
Sdp.:  162￿C 
1H-NMR:   [ppm] (250 MHz, CDCl3) 
8.55-8.44  (m,  3H,  arom.  H);  7.98  (m,  2H,  arom.  H);  7.64-7.45  (m,  4H, 
arom. H) 
ESI-MS(+):  berechnet:  258.1 m/z (M+H)
+ 
  gefunden:  258.2 m/z (M+H)
+ 
 
 
 
 
 
 
 
 12  Experimenteller Teil  185
9-(3-Hydroxypropyl)anthracen 25 
 
 
OH
 
C17H16O [236,31] 
 
8,0 g 9-Bromanthracen 24 (31 mmol) wurden in 50 ml wasserfreiem Ether gel￿st und 
unter Argonatmosph￿re bei ￿78￿C (Aceton/N2 fl.) mit 18,7 ml 1,5 M n-BuLi in Hexan (30 
mmol) versetzt. Man lies die L￿sung innerhalb von 1h auf 0￿C kommen und versetzte 
diese  mit  2,36  ml  Trimethylenoxid  (35  mmol).  Es  wurde  2h  unter R￿ckfluss  gekocht, 
danach  mit  70  ml  Benzol  versetzt  und  weitere  4h  zum  Sieden  erhitzt.  Nach  dem 
Abk￿hlen  wurde  die  Mischung  mit  ges.  Ammoniumchloridl￿sung  (100  ml)  hydrolysiert 
und  die  w￿ssrige  Phase  mit  Ether  extrahiert.  Die  vereinigten  organischen  Phasen 
wurden  ￿ber  MgSO4  getrocknet,  abfiltriert  und  das  L￿sungsmittel  abdestilliert.  Das 
Produkt 25 wurde nach FC an Kieselgel (Laufmittel: n-Hexan/Essigester 4:1) als gelber 
Feststoff erhalten. 
 
Ausbeute:  2,0 g (32%) 
 
DC:  Rf = 0,46 (n-Hexan/Essigester 2:1) 
Smp.:  98￿C 
1H-NMR:   [ppm] (250 MHz, (d6)-DMSO) 
8.45-8.34  (m,  3H,  arom.  H);  8.05  (m,  2H,  arom.  H);  7.58-7.47  (m,  4H, 
arom. H); 4.71 (t, 1H, 
3J=5.1 Hz, -OH); 3.68-3.59 (m, 4H, -CH2-CH2-CH2-
O); 1.87 (m, 2H, -CH2-CH2-CH2-O) 
ESI-MS(+):  berechnet:  237.3 m/z (M+H)
+ 
  gefunden:  237.1 m/z (M+H)
+ 
 
 12  Experimenteller Teil  186
9-(3-Brompropyl)anthracen 26 
 
Literatur:  Hooz, 1968 
Br
 
C17H15Br [299,20] 
 
6,21  g  9-(3-Hydroxypropyl)anthracen  25  (26,3  mmol)  und  20,63  g  Tetrabrommethan 
(62,3  mmol)  wurden  in  100  ml  abs.  Ether  gel￿st  und  bei  0￿C  mit  27,4  ml  Tri-n-
octylphosphin (61,5 mmol) versetzt. Die L￿sung wurde 20h bei Raumtemperatur ger￿hrt. 
Anschlie￿end  wurde  das  L￿sungsmittel  abdestilliert  und  der  R￿ckstand 
chromatographiert  (n-Hexan/Essigester  6:1).  Das  Produkt  wurde  als  gelber  Feststoff 
erhalten. 
 
Ausbeute:  6,75 g (86%) 
 
DC:  Rf = 0,55 (n-Hexan/Essigester 4:1) 
Smp.:  91￿C 
1H-NMR:   [ppm] (250 MHz, CDCl3) 
8.22 (m, 3H, Arom. H); 7.91 (m, 2H, Arom. H); 7.48-7.35 (m, 4H, Arom. H); 
3.71 (t, 2H, 
3J=6.8 Hz, C6H5-CH2); 3.52 (t, 2H, 
3J=6.4 Hz, CH2-Br); 2.32 (m, 
2H, CH2-CH2-Br) 
 
 
 
 
 
 
 
 12  Experimenteller Teil  187
9-(Brommethyl)anthracen 28 
 
Literatur:  Tung, 1998 
Br
 
C15H11Br [271,15] 
 
25 g 9-Methylanthracen 27 (130 mmol) wurden in 500 ml CCl4 gel￿st und mit 23,14 g N-
Bromsuccinimid (130 mmol) versetzt. Die L￿sung wurde 24h unter R￿ckflu￿ gekocht. 
Nach dem Abk￿hlen wurde das ausgefallene Succinimid abfiltriert und das L￿sungsmittel 
evaporiert.  Nach  Umkristallisation  aus  Chloroform/Petrolether  1:1  wurde  9-
(Brommethyl)anthracen 28 in kristalliner Form erhalten (gelbe Nadeln). 
 
Ausbeute:  26,4 g (75%) 
 
Smp.:  198￿C 
1H-NMR:   [ppm] (250 MHz, CDCl3) 
8.41 (s, 1H, H10); 8.22 (d, 2H, 
3J=8.5 Hz, H1, H8); 7.95 (d, 2H, 
3J=8.3 Hz, 
H4, H5); 7.56 (m, 2H, arom. H); 7.43 (m, 2H, arom. H); 5.46 (s, 2H, -CH2-
Br) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 12  Experimenteller Teil  188
2-Methylphenazin 31 
 
Literatur:  Teuber, 1955 
N
N
 
C13H10N2 [194,23] 
 
3,72 g 4-Methylcatechol 29 (30 mmol) wurden in 300 ml dest. H2O gel￿st, mit 6,73 g 
Natriumperiodat (33 mmol) versetzt und 1 min bei RT ger￿hrt. Die rot-braune L￿sung 
wurde im Anschlu￿ dreimal mit je 70 ml CH2Cl2 extrahiert. Die vereinigten org. Phasen 
wurden umgehend auf eine L￿sung aus 3,24 g 1,2-Diaminobenzol (30 mmol) und 40 ml 
CH2Cl2  gegeben.  Zu  dieser  Mischung  wurde  innerhalb  von  10  min  20  ml  konz. 
Essigs￿ure zugetropft und 30 min bei RT ger￿hrt. Anschlie￿end wurde 4h unter R￿ckflu￿ 
gekocht.  Nach  dem  Abk￿hlen  wurde  die  L￿sung  mit  150  ml  H2O,  2  mal  mit  150  ml 
5%iger NaHCO3-L￿sung sowie mit 100 ml ges. NaCl-L￿sung gewaschen. Die jeweiligen 
w￿ssrigen Phasen wurden mit CH2Cl2 reextrahiert. Die vereinigten org. Phasen wurden 
￿ber MgSO4 getrocknet, filtriert und einrotiert. Der R￿ckstand wurde in  wenig CH2Cl2 
aufgenommen  und  ￿ber  eine  kurze  Alumina-S￿ule  (Alumina  Woelm  B-Super  1, 
Wasserzusatz  0%,  Laufmittel:  CH2Cl2)  vorgereinigt.  Das  L￿sungsmittel  wurde 
abdestilliert  und  der dunkelgelbe  Feststoff  an  Kieselgel  chromatographiert  (Laufmittel: 
CH2Cl2/MeOH 99:1). 2-Methylphenazin 31 wurde als gelber Feststoff erhalten. 
 
Ausbeute:  2,63 g (52%) 
 
DC:  Rf = 0,32 (CH2Cl2/MeOH 98:2) 
Smp.:  117￿C 
1H-NMR:   [ppm] (250 MHz, CDCl3) 
8.29-8.07 (m, 3H, arom. H); 7.92 (s, 1H, arom. H); 7.76-7.59 (m, 3H, arom. 
H); 2.60 (s, 3H, -CH3) 
ESI-MS(+):  berechnet:  195.2 m/z (M+H)
+ 
  gefunden:  194.7 m/z (M+H)
+ 12  Experimenteller Teil  189
2-(Brommethyl)phenazin 32 
 
Literatur:  Maidwell, 2000 
N
N
Br
 
C13H9BrN2 [273,13] 
 
11,4 g 2-Methylphenazin 31 (58,7 mmol) wurden in 350 ml CCl4 gel￿st und mit 10,49 g 
N-Bromsuccinimid (58,7 mmol) sowie mit 0,8 g AIBN versetzt. Die L￿sung wurde 18h 
unter R￿ckflu￿ gekocht. Das ausgefallene Succinimid konnte nicht abfiltriert werden, da 
w￿hrend der Reaktion das Produkt ebenfalls ausfiel. Das L￿sungsmittel wurde evaporiert 
und der R￿ckstand in 100 ml CHCl3 aufgenommen und mit Wasser sowie mit ges. NaCl-
L￿sung gewaschen. Die org. Phase wurde ￿ber MgSO4 getrocknet, filtriert und einrotiert. 
Der  dunkelgelbe  R￿ckstand  wurde  an  Kieselgel  chromatographiert  (Laufmittel: 
CH2Cl2/MeOH 99:1). 2-(Brommethyl)phenazin 32 wurde als gelber Feststoff erhalten. 
 
Ausbeute:  13,72 g (86%) 
 
DC:  Rf = 0,35 (CH2Cl2/MeOH 98:2) 
1H-NMR:   [ppm] (250 MHz, CDCl3) 
8.23-8.09 (m, 4H, arom. H); 7.82-7.71 (m, 3H, arom. H); 4.68 (s, 2H, -CH2-
Br) 
ESI-MS(+):  berechnet:  274.1 m/z (M+H)
+ 
  gefunden:  274.8 m/z (M+H)
+ 
 
 
 
 
 
 
 12  Experimenteller Teil  190
2-(4-Hydroxybutyl)phenazin 33 
 
 
N
N OH
 
C16H16N2O [252,31] 
 
1,0  g  2-(Brommethyl)phenazin  32  (3,66  mmol)  wurden  in  40  ml  wasserfreiem  Toluol 
gel￿st und unter Argonatmosph￿re bei ￿78￿C (Aceton/N2 fl.) mit 2,3 ml 1,5 M n-BuLi in 
Hexan (3,58 mmol) versetzt. Man lies die gr￿n-schwarze L￿sung innerhalb von 1h auf 
0￿C kommen und versetzte diese mit 0,75 ml Trimethylenoxid (11 mmol). Es wurde ￿ber 
Nacht  bei  60￿C  ger￿hrt.  Nach  dem  Abk￿hlen  wurde  die  Mischung  mit  ges. 
Ammoniumchloridl￿sung  (30  ml)  hydrolysiert,  die  org.  Phase  abgetrennt  und  die 
w￿ssrige Phase mit Essigester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden 
￿ber  MgSO4  getrocknet,  abfiltriert  und  das  L￿sungsmittel  abdestilliert.  Der  schwarze 
R￿ckstand wurde ￿ber FC an Kieselgel (Laufmittel: n-Hexan/Essigester 6:1) aufgereinigt. 
2-(4-Hydroxybutyl)phenazin 33 wurde als gelbes, viskoses ￿l erhalten. 
 
Ausbeute:  210 mg (23%) 
 
DC:  Rf = 0,46 (n-Hexan/Essigester 2:1) 
1H-NMR:   [ppm] (250 MHz, (d6)-DMSO) 
8.28-8.12 (m, 3H, arom. H); 8.00-7.85 (m, 4H, arom. H); 4.41 (t, 1H, 
3J=5.4 
Hz, -OH); 3.28 (m, 2H, CH2-OH); 2.88 (t, 2H, 
3J=6.1 Hz, C6H5-CH2); 1.74 
(m, 4H, -CH2-CH2-OH); 1.41 (m, 2H, C6H5-CH2-CH2-) 
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6-Chlor-2-methoxy-9-methylacridin 36 
 
Literatur:  Kurz, 1998 
N Cl
OCH3
 
C15H12ClNO [257,71] 
 
3,22 g Natriumhydrid (134 mmol) wurden unter Argonatmosph￿re in 15 ml abs. DMSO 
suspendiert und auf 0￿C abgek￿hlt. Dazu wurde tropfenweise eine L￿sung aus 30,1 ml 
Diethylmalonat  (204,5  mmol)  und  30  ml  abs.  DMSO  zugetropft.  Zu  der  erhaltenen 
Reaktionsl￿sung  wurden  7,5  g  6,9-Dichlor-2-methoxyacridin  35  (27,3  mmol)  gegeben 
und  2h  auf  120￿C  erhitzt.  Im  Anschlu￿  wurde  die  dunkelrote  L￿sung  mit  15  ml  H2O 
versetzt, wobei das intermedi￿r gebildete 6-Chlor-2-methoxy-9-diethylmalonat-acridin als 
gelber  Niederschlag  ausfiel.  Zu  dieser  Mischung  wurden  bei  0￿C  53  ml  rauchende 
Salzs￿ure gegeben und anschlie￿end 4h auf 100￿C erhitzt. Danach wurde die auf 0￿C 
abgek￿hlte Reaktionsl￿sung auf eine Mischung von 120 ml 6 M NaOH und 200 g Eis 
gegeben. Im Anschluss wurde der pH-Wert auf 7,0 eingestellt. Die L￿sung wurde mit 300 
ml H2O und 500 ml Essigester versetzt und zum Sieden erhitzt. Nach dem Abtrennen der 
hei￿en org. Phase fiel das Produkt 36 beim Abk￿hlen als gelber Niederschlag aus dieser 
aus. 
 
Ausbeute:  6,13 g (88%) 
 
DC:  Rf = 0,34 (CH2Cl2/MeOH 98:2) 
Smp.:  172￿C 
1H-NMR:   [ppm] (250 MHz, (d6)-DMSO) 
8.39 (d, 1H, H8); 8.12 (d, 1H, H5); 8.03 (d, 1H, H4); 7.61 (dd, 1H, H7); 7.58 
(m, 1H, H3); 7.50 (m, 1H, H1); 4.00 (s, 3H, O-CH3); 3.08 (s, 3H, -CH3) 
ESI-MS(+):  berechnet:  258.7 m/z (M+H)
+ 
  gefunden:  257.9 m/z (M+H)
+ 
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6-Chlor-2-methoxy-9-brommethylacridin 37 
 
 
N Cl
OCH3
Br
 
C15H11BrClNO [336,61] 
 
2,5 g 6-Chlor-2-methoxy-9-methylacridin 36 (9,7 mmol) wurden in 250 ml CCl4 gel￿st und 
mit 2,13 g N-Bromsuccinimid (11,9 mmol) sowie mit 0,2 g AIBN versetzt. Die L￿sung 
wurde 36h unter R￿ckflu￿ gekocht. Das ausgefallene Succinimid konnte nicht abfiltriert 
werden,  da  w￿hrend  der  Reaktion  das  Produkt  ebenfalls  ausfiel.  Das  L￿sungsmittel 
wurde evaporiert, der R￿ckstand in 100 ml CHCl3 aufgenommen und mit Wasser sowie 
mit ges. NaCl-L￿sung gewaschen. Die org. Phase wurde ￿ber MgSO4 getrocknet, filtriert 
und einrotiert. Der braune R￿ckstand wurde an Kieselgel chromatographiert (Laufmittel: 
CH2Cl2/MeOH  99:1).  6-Chlor-2-methoxy-9-brommethylacridin  37  wurde  als  gelber 
Feststoff erhalten. 
 
Ausbeute:  2,59 g (79%) 
 
DC:  Rf = 0,47 (CH2Cl2/MeOH 98:2) 
Smp.:  190￿C 
1H-NMR:   [ppm] (250 MHz, (d6)-DMSO) 
8.44 (d, 1H, H8); 8.18 (d, 1H, H5); 8.07 (d, 1H, H4); 8.11 (dd, 1H, H7); 7.70 
(m, 1H, H3); 7.68 (m, 1H, H1); 5.77 (s, 2H, -CH2-Br); 4.01 (s, 3H, O-CH3). 
ESI-MS(+):  berechnet:  337.6 m/z (M+H)
+ 
  gefunden:  337.8 m/z (M+H)
+ 
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8-(Brommethyl)chinolin 39 
 
Literatur:  Dalley, 2001 
N
Br  
C10H8BrN [222,08] 
 
25 g 8-Methylchinolin 38 (175 mmol) wurden in 500 ml CCl4 gel￿st und mit 34,2 g N-
Bromsuccinimid  (192  mmol)  und  1,0  g  Dibenzoylperoxid  (4,12  mmol)  versetzt.  Die 
L￿sung  wurde  12h unter R￿ckflu￿  gekocht.  Das  ausgefallene  Succinimid  wurde  hei￿ 
abfiltriert  und  das  L￿sungsmittel  evaporiert.  Der  R￿ckstand  wurde  in  100  ml  CHCl3 
aufgenommen und mit 5%iger NaHCO3-L￿sung sowie mit Wasser gewaschen. Die org. 
Phase wurde ￿ber Na2SO4 getrocknet, filtriert und einrotiert. Nach Umkristallisation aus 
Ethanol wurde 8-(Brommethyl)chinolin 39 in kristalliner Form erhalten (wei￿e Nadeln). 
 
Ausbeute:  34,7 g (89%) 
 
Smp.:  180￿C 
1H-NMR:   [ppm] (250 MHz, CDCl3) 
8.03 (d, 1H, arom. H); 8.19 (d, 2H, arom. H); 7.87 (m, 2H, arom. H); 7.51 
(m, 2H, arom. H); 5.27 (s, 2H, -CH2-Br) 
ESI-MS(+):  berechnet:  223.1 m/z (M+H)
+ 
  gefunden:  221.8 m/z (M+H)
+ 
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2-Phenylethyldichlorphosphan 50 
 
Literatur:  Collins, 1974 
P
Cl
Cl
 
C8H9Cl2P [207,04] 
 
Die  Reaktion  wie  auch  die  Aufarbeitungen  wurden  unter  Argonatmosph￿re  sowie  in 
ausgeheizten  Apparaturen  durchgef￿hrt.  46,4  g  2-Phenylethylbromid  40  (0,25  mol) 
wurden in 350 ml abs. Diethylether gel￿st und auf 6,08 g Mg-Sp￿ne (0,25 mol) getropft. 
Die  Reaktion  wurde  durch  Erw￿rmen  mittels  eines  Heissluftf￿ns  gestartet.  Nach 
vollst￿ndiger Zugabe wurde noch 1,5h unter R￿ckfluss gekocht. Die erhaltene Grignard-
L￿sung wurde auf 0￿C abgek￿hlt und durch Zugabe von 22,62 g CdCl2 (0,125 mol; 24h 
im Vakuum (10
-1 mbar) bei 150￿C ￿ber P2O5 getrocknet) ummetalliert. Die L￿sung wurde 
2h  bei  Raumtemperatur  ger￿hrt  und  anschlie￿end  die ausgefallenen  Salze  ￿ber  eine 
Schlenkfritte  abgetrennt.  Die  cadmiumorganische  Verbindung  wurde  bei  ￿78￿C 
(Aceton/fl. N2) innerhalb von 30 min in eine Mischung von 152,3 g Phosphortrichlorid 
(1,11 mol) und 100 ml abs. Ether getropft. Das ausgefallene Cadmiumsalz wurde mittels 
einer Schlenkfritte abgetrennt, wobei der Filterkuchen zweimal mit je 100 ml abs. Ether 
gewaschen  wurde.  Anschlie￿end  wurde  das  L￿sungsmittel,  wie  auch  ￿bersch￿ssiges 
PCl3 abdestilliert und der R￿ckstand im ￿lpumpenvakuum fraktioniert destilliert. 
 
Ausbeute:  47,2 g (63%) 
 
Sdp.:  102￿C (10
-2 mbar) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
7.30 (m, 5H, arom. H); 3.01 (m, 2H, C6H5-CH2-); 2.64 (m, 2H, -CH2-P). 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  193.12 
 12  Experimenteller Teil  195
3-Phenylpropyldichlorphosphan 51 
 
Literatur:  Rowley, 1974 
P
Cl
Cl
 
C9H11Cl2P [221,06] 
 
Die  Reaktion  sowie  alle  Aufarbeitungsschritte  wurden  in  ausgeheizten  und  mit  Argon 
gefluteten  Apparaturen  durchgef￿hrt.  In  einer  Grignard-Reaktion  wurden  40,0  g  3-
Phenylpropylbromid 41 (263 mmol), welches in 200 ml abs. Diethylether gel￿st war, mit 
6,45 g Magnesium-Sp￿nen (265 mmol) umgesetzt. Die Reaktion wurde durch Erw￿rmen 
mittels eines F￿ns gestartet. Die L￿sung wurde nach vollst￿ndiger Zugabe noch eine 
Stunde  unter  R￿ckfluss  gekocht  und  anschlie￿end  auf  0￿C  abgek￿hlt.  Die 
magnesiumorganische Verbindung wurde durch Zugabe von 24,0 g CdCl2 (131 mmol, 
24h  im  Vakuum  (10
-1  mbar)  bei  150￿C  ￿ber  P2O5  getrocknet)  ummetalliert.  Nach 
zweist￿ndigem R￿hren bei Raumtemperatur wurden die ausgefallenen Salze ￿ber eine 
Schlenkfritte abfiltriert. Die klare L￿sung wurde bei ￿78￿C (Aceton/fl. N2) w￿hrend 45 min 
auf ein Gemisch aus 56,9 ml PCl3 (650 mmol) und 70 ml abs. Ether getropft. Man lies 
innerhalb  von  1h  auf  RT  kommen  und  r￿hrte  bei  dieser  Temperatur  noch  weitere  2 
Stunden. Der ausgefallene Niederschlag wurde ￿ber eine Schlenkfritte entfernt und der 
Filterkuchen zweimal mit je 100 ml abs. Ether gewaschen. Das L￿sungsmittel wie auch 
￿bersch￿ssiges  PCl3  wurde  im  Membranpumpenvakuum  entfernt  und  der  ￿lige 
R￿ckstand fraktioniert im ￿lpumpenvakuum destilliert. Die erhaltene farblose Fl￿ssigkeit 
zeichnet sich durch einen sehr unangenehmen, bei￿enden Geruch aus. 
 
Ausbeute:  32,75 g (54%) 
 
Sdp.:  120￿C (10
-2 mbar) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 12  Experimenteller Teil  196
7.29-7.10 (m, 5H, arom. H); 3.45 (t, 2H, 
3J=6.5 Hz, C6H5-CH2-); 2.71 (t, 2H, 
3J=7.5 Hz, -CH2-P); 2.02 (m, 2H, -CH2-CH2-P) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  195.27 
 
 
4-Phenylbutyldichlorphosphan 52 
 
 
P
Cl
Cl
 
C10H13Cl2P [235,09] 
 
Die  Reaktion  wie  auch  die  Aufarbeitungen  wurden  unter  Argonatmosph￿re  sowie  in 
ausgeheizten  Apparaturen  durchgef￿hrt.  19,5  g  4-Phenylbutylbromid  15  (91  mmol) 
wurden in 150 ml abs. Diethylether gel￿st und auf 2,26 g Mg-Sp￿ne (93 mmol) getropft. 
Die  Reaktion  wurde  durch  Erw￿rmen  mittels  eines  Heissluftf￿ns  gestartet.  Nach 
vollst￿ndiger Zugabe wurde noch 3h unter R￿ckfluss gekocht. Die erhaltene Grignard-
L￿sung wurde auf 0￿C abgek￿hlt und durch Zugabe von 8,23 g CdCl2 (44,9 mmol; 24h 
im Vakuum (10
-1 mbar) bei 150￿C ￿ber P2O5 getrocknet) ummetalliert. Die L￿sung wurde 
2h  bei  Raumtemperatur  ger￿hrt  und  anschlie￿end  das  ausgefallene  Salz  ￿ber  eine 
Schlenkfritte  abgetrennt.  Die  cadmiumorganische  Verbindung  wurde  bei  ￿78￿C 
(Aceton/fl. N2) innerhalb von 30 min in eine Mischung aus 31 ml Phosphortrichlorid (354 
mmol) und 40 ml abs. Ether getropft. Der ausgefallene Niederschlag wurde mittels einer 
Schlenkfritte  abgetrennt  und  der  Filterkuchen  zweimal  mit  je  30  ml  abs.  Ether 
gewaschen. Anschlie￿end wurde das L￿sungsmittel wie auch das ￿bersch￿ssige PCl3 
abdestilliert und der R￿ckstand im ￿lpumpenvakuum fraktioniert destilliert. 
 
Ausbeute:  13,6 g (64%) 
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Sdp.:  110￿C (10
-3 mbar) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
7.35 (m, 2H, arom. H); 7.24 (m, 3H, arom. H); 2.72 (t, 2H, 
3J=7.1 Hz, C6H5-
CH2-); 2.37 (m, 2H, -CH2-P), 1.84 (m, 4H, -CH2-CH2-CH2-P). 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  195.86 
 
 
5-Phenylpentyldichlorphosphan 53 
 
 
P
Cl
Cl
 
C11H15Cl2P [267,11] 
 
Alle  Apparaturen  und  Kolben,  die  w￿hrend  dieser  Darstellung  zum  Einsatz  kamen, 
wurden  ausgeheizt  und  mit  Argon  geflutet.  Zu  2,19  g  Mg-Sp￿nen  (90  mmol)  wurde 
innerhalb von 30 min portionsweise 20 g 5-Phenylpentylbromid 16 (88 mmol), gel￿st in 
50  ml abs.  Ether,  zugetropft.  Nach vollst￿ndiger  Zugabe  wurde  noch  4h  zum  Sieden 
erhitzt. Nach dem Abk￿hlen auf 0￿C wurde zu der erhaltenen Grignard-L￿sung 8,05 g 
CdCl2 (44 mmol; 24h im Vakuum (10
-1 mbar) ￿ber P2O5 getrocknet) gegeben und 1h bei 
0￿C  und  anschlie￿end  1h  bei  Raumtemperatur  ger￿hrt.  Das  Salz  wurde  ￿ber  eine 
Schlenkfritte abgetrennt und die klare L￿sung innerhalb einer Stunde zu einer auf ￿78￿C 
(Aceton/fl. N2) abgek￿hlte Mischung aus 30,8 ml PCl3 (353 mmol) und 50 ml abs. Ether 
getropft. Man lies innerhalb von 1h auf RT kommen und r￿hrte noch eine weitere Stunde 
bei  dieser  Temperatur.  Die  ausgefallenen  Salze  wurden  wiederum  ￿ber  eine 
Schlenkfritte  abgetrennt.  Der  Niederschlag  wurde  zweimal  mit  je  50  ml  abs.  Ether 
gewaschen. Der Ether sowie ￿bersch￿ssiges PCl3 wurden im Membranpumpenvakuum 12  Experimenteller Teil  198
abdestilliert und der R￿ckstand im ￿lpumpenvakuum fraktioniert destilliert. Verbindung 
53 wurde als klares, z￿hfl￿ssiges ￿l erhalten. 
 
Ausbeute:  10,47 g (62%) 
 
Sdp.:  129￿C (10
-2 mbar) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
7.31-7.15 (m, 5H, arom. H); 3.23 (t, 2H, 
3J=7.7 Hz, C6H5-CH2-); 2.48 (t, 2H, 
3J=7.8 Hz, -CH2-P), 1.89-1.61 (m, 4H, -CH2-CH2-CH2-CH2-P); 1.50 (m, 2H, 
-CH2-CH2-CH2-P) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  195.70 
 
 
[(Naphth-1-yl)methyl]dichlorphosphan 57 
 
 
P
Cl
Cl
 
C11H9Cl2P [243,07] 
 
Die  Reaktion  sowie  alle  Aufarbeitungsschritte  wurden  in  ausgeheizten  und  mit  Argon 
gefluteten  Apparaturen  durchgef￿hrt.  F￿r  die  Darstellung  des  Grignard-Reagenzes 
wurden  32,8  g  1-Chlormethylnaphthalen  56  (186  mmol),  welches  in  200  ml  abs. 
Diethylether gel￿st war, zu 4,51 g Magnesium-Sp￿nen (186 mmol) getropft. Die Reaktion 
wurde  durch  Erw￿rmen  mittels  eines  F￿ns  gestartet.  Die  L￿sung  wurde  nach 
vollst￿ndiger Zugabe noch eine Stunde unter R￿ckfluss gekocht und anschlie￿end auf 
0￿C  abgek￿hlt.  Die  magnesiumorganische  Verbindung  wurde  im  Anschluss  durch 
Zugabe von 17,0 g CdCl2 (93 mmol, 24h im Vakuum (10
-1 mbar) bei 150￿C ￿ber P2O5 12  Experimenteller Teil  199
getrocknet)  ummetalliert.  Nach  2h  R￿hren  bei  Raumtemperatur  wurden  die 
ausgefallenen Salze ￿ber eine Schlenkfritte abfiltriert. Die klare L￿sung wurde bei ￿78￿C 
(Aceton/fl. N2) w￿hrend 45 min auf ein Gemisch aus 64,9 ml PCl3 (742 mmol) und 100 ml 
abs. Ether getropft. Man lies innerhalb von 1h auf RT kommen und r￿hrte bei dieser 
Temperatur noch weitere 2,5 Stunden. Der ausgefallene Niederschlag wurde wiederum 
￿ber eine Schlenkfritte entfernt und der Filterkuchen zweimal mit  je 50 ml abs. Ether 
gewaschen.  Das  L￿sungsmittel  wie  auch  ￿bersch￿ssiges  PCl3  wurde  im 
Membranpumpenvakuum  entfernt.  Der  ￿lige  R￿ckstand  wurde  im  Hochvakuum 
fraktioniert destilliert. 
 
Ausbeute:  26,0 g (57%) 
 
Sdp.:  132￿C (10
-5 mbar) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
8.08 (m, 1H, arom. H); 7.91 (m, 1H, arom. H); 7.69 (m, 1H, arom. H); 7.63-
7.44 (m, 4H, arom. H); 3.50 (2s, 2H, C6H5-CH2) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  180.51 
 
 
[3-(Naphth-1-yl)propyl]dichlorphosphan 58 
 
 
P
Cl
Cl
 
C13H13Cl2P [271,12] 
 
Die  Reaktion  sowie  alle  Aufarbeitungsschritte  wurden  in  ausgeheizten  und  mit  Argon 
gefluteten  Apparaturen  durchgef￿hrt.  F￿r  die  Darstellung  des  Grignard-Reagenzes 12  Experimenteller Teil  200
wurden 8,0 g 1-(3-Brompropyl)naphthalen 20 (32 mmol), das in 50 ml abs. Diethylether 
gel￿st  war mit 0,78 g Magnesium-Sp￿nen (32 mmol) umgesetzt. Die Reaktion wurde 
durch Erw￿rmen mittels eines F￿ns, sowie Zugabe von wenig I2 gestartet. Die L￿sung 
wurde noch drei Stunden unter R￿ckfluss gekocht und anschlie￿end auf 0￿C abgek￿hlt. 
Die magnesiumorganische Verbindung wurde durch Zugabe von 2,93 g CdCl2 (16 mmol, 
24h  im  Vakuum  (10
-1  mbar)  bei  150￿C  ￿ber  P2O5  getrocknet)  ummetalliert.  Nach  2h 
r￿hren  bei  Raumtemperatur  wurden  die  ausgefallenen  Salze  ￿ber  eine  Schlenkfritte 
abfiltriert.  Die  klare  L￿sung  wurde  bei  ￿78￿C (Aceton/fl.  N2)  w￿hrend  30  min  auf  ein 
Gemisch aus 17,4 ml PCl3 (199 mmol) und 30 ml abs. Ether getropft. Man lies innerhalb 
von 1h auf RT kommen und r￿hrte bei dieser Temperatur noch weitere 2 Stunden. Der 
ausgefallene  Niederschlag  wurde  wiederum  ￿ber  eine  Schlenkfritte  entfernt  und  der 
Filterkuchen zweimal mit je 50 ml abs. Ether gewaschen. Das L￿sungsmittel wie auch 
das ￿bersch￿ssige PCl3 wurde im Membranpumpenvakuum entfernt. Die Aufreinigung 
des z￿hfl￿ssigen R￿ckstandes mittels Hochvakuumdestillation gelang nicht. Das Produkt 
58  zersetzte  sich  bei  einer  Temperatur  von  140￿C.  Die  Bestimmung  der  Ausbeute 
erfolgte  mittels  der 
1H-  und 
31P-NMR-Spektren.  F￿r  die  folgenden  Syntheseschritte 
wurde das Rohprodukt eingesetzt. 
 
Ausbeute:  3,0 g (34%) 
 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
8.05 (m, 1H, arom. H); 7.89 (m, 1H, arom. H); 7.73 (m, 1H, arom. H); 7.57-
7.35 (m, 4H, arom. H); 3.07 (m, 2H, C6H5-CH2-); 2.20 (m, 2H, -CH2-P); 
1.78 (m, 2H, -CH2-CH2-P) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  195.46 
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2-Naphthoxydichlorphosphan 60 
 
Literatur:  Kunz, 1894 
O
P
Cl
Cl
 
C10H7Cl2OP [245,04] 
 
Die  Reaktion  sowie  alle  Aufarbeitungsschritte  wurden  in  ausgeheizten  und  mit  Argon 
gefluteten Apparaturen durchgef￿hrt. Es wurden 12,7 g 3-(2-Naphthoxy)propylbromid 22 
(48 mmol), gel￿st in 100 ml abs. Diethylether, mit 1,22 g Magnesium-Sp￿nen (50 mmol) 
umgesetzt.  Die  Reaktion  wurde  durch  Erw￿rmen  mittels  eines  F￿ns  gestartet.  Die 
L￿sung  wurde  noch  eine  Stunde  unter  R￿ckfluss  gekocht  und  anschlie￿end  auf  0￿C 
abgek￿hlt. Die magnesiumorganische Verbindung wurde durch Zugabe von 4,6 g CdCl2 
(25 mmol, 24h im Vakuum (10
-1 mbar) bei 150￿C ￿ber P2O5 getrocknet) ummetalliert. 
Nach  2h  r￿hren  bei  Raumtemperatur  wurden  die  ausgefallenen  Salze  ￿ber  eine 
Schlenkfritte abfiltriert. Die klare L￿sung wurde bei ￿78￿C (Aceton/fl. N2) w￿hrend 30 min 
auf ein Gemisch aus 10,5 ml PCl3 (120 mmol) und 40 ml abs. Ether getropft. Man lies 
innerhalb  von  1h  auf  RT  kommen  und  r￿hrte  bei  dieser  Temperatur  noch  weitere  2 
Stunden.  Der  ausgefallene  Niederschlag  wurde  wiederum  ￿ber  eine  Schlenkfritte 
entfernt  und  der  Filterkuchen  2  mal  mit  je  30  ml  abs.  Ether  gewaschen.  Das 
L￿sungsmittel  wie  auch  ￿bersch￿ssiges  PCl3  wurde  im  Membranpumpenvakuum 
entfernt und der R￿ckstand fraktioniert im ￿lpumpenvakuum destilliert. 
 
Ausbeute:  5,9 g (51%) 
 
Sdp.:  93￿C (10
-1 mbar) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
7.78-7.16 (m, 7H, arom. H) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  179.31 
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[3-(Anthracen-9-yl)propyl]dichlorphosphan 62 
 
 
P
Cl
Cl
 
C17H15Cl2P [321,18] 
 
Die  Reaktion  wie  auch  die  Aufarbeitungen  wurden  unter  Argonatmosph￿re  sowie  in 
ausgeheizten  Apparaturen  durchgef￿hrt.  7,0  g  9-(3-Brompropyl)anthracen  26  (22,4 
mmol) wurden in 50 ml abs. Diethylether gel￿st und auf 0,58 g Mg-Sp￿ne (24 mmol) 
getropft. Die Reaktion wurde durch Erw￿rmen mittels eines Heissluftf￿ns gestartet. Da 
die Reaktionsgeschwindigkeit sehr langsam war, wurde nach vollst￿ndiger Zugabe noch 
12h unter R￿ckfluss gekocht. Die magnesiumorganische Verbindung wurde bei ￿78￿C 
(Aceton/fl. N2) innerhalb von 2 Stunden in eine Mischung aus 16,9 ml Phosphortrichlorid 
(192 mmol) und 30 ml abs. Ether getropft. Die ausgefallenen Salze wurden mittels einer 
Schlenkfritte  abgetrennt  und  der  Filterkuchen  zweimal  mit  je  30  ml  abs.  Ether 
gewaschen.  Anschlie￿end  wurde  das  L￿sungsmittel  wie  auch  ￿bersch￿ssiges  PCl3 
abdestilliert.  Die  Aufreinigung  des  gelben  Feststoffes  mittels  Hochvakuumdestillation 
gelang  nicht.  Das  Produkt  62  zersetzte  sich  bei  einer  Temperatur  von  120￿C.  Die 
Bestimmung der Ausbeute erfolgte mittels der 
1H- und 
31P-NMR-Spektren. 
 
Ausbeute:  4,06 g (54%) 
 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
8.33-8.21  (m,  3H,  arom.  H);  8.01  (m,  2H,  arom.  H);  7.61-7.43  (m,  4H, 
arom. H); 3.64 (m, 2H, C6H5-CH2-); 2.28 (m, 2H, -CH2-P); 1.93 (m, 2H, -
CH2-CH2-P) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  194.78 12  Experimenteller Teil  203
(4-Fluorbenzyl)dichlorphosphan 68 
 
 
P
Cl
Cl
F  
C7H6Cl2FP [211,00] 
 
Die  Reaktion  sowie  alle  Aufreinigungsschritte  wurden  in  ausgeheizten  und  mit  Argon 
gefluteten Apparaturen durchgef￿hrt. Es wurden 14,41 g 4-Fluorbenzylbromid 63 (76,2 
mmol), gel￿st in 80 ml abs. Diethylether, mit  1,85 g Magnesium-Sp￿nen (76,2 mmol) 
umgesetzt.  Die  Reaktion  wurde  durch  Erw￿rmen  mittels  eines  F￿ns  gestartet.  Die 
L￿sung  wurde  noch  eine  Stunde  unter  R￿ckfluss  gekocht  und  anschlie￿end  auf  0￿C 
abgek￿hlt. Die magnesiumorganische Verbindung wurde durch Zugabe von 6,97 g CdCl2 
(38 mmol, 24h im Vakuum (10
-1 mbar) bei 150￿C ￿ber P2O5 getrocknet) ummetalliert. 
Nach 2h R￿hren wurde die L￿sung bei ￿78￿C (Aceton/fl. N2) w￿hrend 40 min auf ein 
Gemisch aus 26,6 ml PCl3 (304 mmol) und 700 ml abs. Ether getropft. Man lies innerhalb 
von einer Stunde auf RT erw￿rmen und r￿hrte bei dieser Temperatur noch eine weitere 
Stunde. Der ausgefallene Niederschlag wurde wiederum ￿ber eine Schlenkfritte entfernt 
und der Filterkuchen zweimal mit je 50 ml abs. Ether gewaschen. Das L￿sungsmittel wie 
auch  ￿bersch￿ssiges  PCl3  wurde  im  Membranpumpenvakuum  entfernt.  Der  ￿lige 
R￿ckstand  konnte  im  ￿lpumpenvakuum  fraktioniert  destilliert  werden.  Die  erhaltene 
farblose  Fl￿ssigkeit  68  zeichnete  sich  durch  einen  sehr  unangenehmen,  bei￿enden 
Geruch aus. 
 
Ausbeute:  10,23 g (64%) 
 
Sdp.:  83￿C (10
-1 mbar) 
 12  Experimenteller Teil  204
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
7.26 (m, 2H, arom. H); 7.08 (m, 2H, arom. H); 3.69 (d, 2H, 
2J=15.9 Hz, 
C6H5-CH2-) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  172.99 
 
 
(2,4-Difluorbenzyl)dichlorphosphan 69 
 
 
P
Cl
Cl
F
F
 
C7H5Cl2F2P [228,99] 
 
Die  Reaktion  sowie  alle  Aufreinigungsschritte  wurden  in  ausgeheizten  und  mit  Argon 
gefluteten Apparaturen durchgef￿hrt. Es wurden 10,0 g 2,4-Difluorbenzylbromid 64 (48 
mmol), welches in 50 ml abs. Diethylether gel￿st war mit 1,17 g Magnesium-Sp￿nen (48 
mmol) umgesetzt. Die Reaktion wurde durch Erw￿rmen mittels eines F￿ns gestartet. Die 
L￿sung  wurde  noch  eine  Stunde  unter  R￿ckfluss  gekocht  und  anschlie￿end  auf  0￿C 
abgek￿hlt. Die magnesiumorganische Verbindung wurde durch Zugabe von 4,43 g CdCl2 
(24 mmol, 24h im Vakuum (10
-1 mbar) bei 150￿C ￿ber P2O5 getrocknet) ummetalliert. 
Nach  2h  R￿hren  bei  Raumtemperatur  wurden  die  ausgefallenen  Salze  ￿ber  eine 
Schlenkfritte abfiltriert. Die klare L￿sung wurde bei ￿78￿C (Aceton/fl. N2) w￿hrend 30 min 
auf ein Gemisch aus 43,7 ml PCl3 (500 mmol) und 100 ml abs. Ether getropft. Man lies 
innerhalb von 1h auf RT erw￿rmen und r￿hrte bei dieser Temperatur noch weitere 2 
Stunden.  Der  ausgefallene  Niederschlag  wurde  wiederum  ￿ber  eine  Schlenkfritte 
entfernt  und  der  Filterkuchen  zweimal  mit  je  60  ml  abs.  Ether  gewaschen.  Das 
L￿sungsmittel  wie  auch  ￿bersch￿ssiges  PCl3  wurde  im  Membranpumpenvakuum 12  Experimenteller Teil  205
entfernt und der ￿lige R￿ckstand fraktioniert im Membranpumpenvakuum destilliert. Die 
erhaltene  farblose  Fl￿ssigkeit  zeichnete  sich  durch  einen  sehr  unangenehmen, 
bei￿enden Geruch aus. 
 
Ausbeute:  7,46 g (67%) 
 
Sdp.:  109￿C (22 mbar) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
7.28-7.16 (m, 3H, arom. H); 3.72 (d, 2H, 
2J=15.5 Hz, C6H5-CH2-) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  178.55 
 
 
(p-Methoxybenzyl)dichlorphosphan 70 
 
 
P
Cl
Cl
O
CH3  
C8H9Cl2OP [223,04] 
 
Die  Reaktion  sowie  alle  Aufarbeitungsschritte  wurden  in  ausgeheizten  und  mit  Argon 
gefluteten  Apparaturen  durchgef￿hrt.  F￿r  die  Darstellung  des  Grignard-Reagenzes 
wurden  7,0  g  p-Methoxybenzylchlorid  65  (44,7  mmol),  gel￿st  in  40  ml  abs. 
Tetrahydrofuran, mit 1,09 g Magnesium-Sp￿nen (44,7 mmol) umgesetzt. Die Reaktion 
wurde durch Erw￿rmen mittels eines F￿ns gestartet. Nach vollst￿ndiger Zugabe wurde 
die L￿sung noch 1 Stunde unter R￿ckfluss gekocht und anschlie￿end auf 0￿C abgek￿hlt. 
Die magnesiumorganische Verbindung wurde durch Zugabe von 4,03 g CdCl2 (22 mmol, 12  Experimenteller Teil  206
24h  im  Vakuum  (10
-1  mbar)  bei  150￿C  ￿ber  P2O5  getrocknet)  ummetalliert.  Nach  2h 
R￿hren  bei  Raumtemperatur  wurden  die  ausgefallenen  Salze  ￿ber  eine  Schlenkfritte 
abfiltriert. Die gelbliche L￿sung wurde bei ￿78￿C (Aceton/fl. N2) w￿hrend 30 min auf ein 
Gemisch aus 30 ml PCl3 (343 mmol) und 50 ml abs. THF getropft. Man lies innerhalb von 
1h  auf  RT  kommen  und  r￿hrte  bei  dieser  Temperatur  noch  weitere  2  Stunden.  Der 
ausgefallene  Niederschlag  wurde  wiederum  ￿ber  eine  Schlenkfritte  entfernt  und  der 
Filterkuchen zweimal mit je 20 ml abs. THF gewaschen. Das L￿sungsmittel wie auch 
￿bersch￿ssiges PCl3 wurde im Membranpumpenvakuum entfernt. Die Aufreinigung des 
wei￿en,  festen  R￿ckstandes  mittels  Hochvakuumdestillation  gelang  nicht.  Die 
Bestimmung  der  Ausbeute  erfolgte  mittels  der 
1H-  und 
31P-NMR-Spektren.  F￿r  die 
folgenden Syntheseschritte wurde das Rohprodukt eingesetzt. 
 
Ausbeute:  6,54 g (66%) 
 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
6.83-6.66 (m, 4H, arom. H); 3.85 (s, 2H, C6H5-CH2-); 3.73 (s, 3H, -CH3) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  167.92 
 
 
(p-Methylbenzyl)dichlorphosphan 71 
 
 
P
Cl
Cl
 
C8H9Cl2P [207,04] 
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Alle  Apparaturen  und  Kolben,  die  in  dieser  Reaktion  eingesetzt  wurden,  wurden 
ausgeheizt und mit Argon geflutet. Zu 0,66 g Mg-Sp￿nen (27 mmol) wurde innerhalb von 
30 min portionsweise 5,0 g p-Methylbenzylbromid 66 (27 mmol) (gel￿st in 50 ml abs. 
Ether)  zugetropft.  Die  Reaktion  wurde  durch  leichtes  Erw￿rmen  gestartet.  Nach 
vollst￿ndiger Zugabe wurde noch 1h zum Sieden erhitzt. Nach dem Abk￿hlen auf 0￿C 
wurde zu der erhaltenen Grignard-L￿sung 2,48 g CdCl2 (9 mmol; 24h im Vakuum (10
-1 
mbar)  ￿ber  P2O5  getrocknet)  gegeben  und  1h  bei  0￿C  und  anschlie￿end  1h  bei 
Raumtemperatur ger￿hrt. Die Mischung wurde direkt innerhalb einer Stunde zu einer auf 
￿78￿C (Aceton/fl. N2) abgek￿hlten L￿sung aus 18,9 ml PCl3 (216 mmol) und 50 ml abs. 
Ether getropft. Man lies innerhalb von 1h auf RT kommen und r￿hrte noch eine weitere 
Stunde  bei  dieser  Temperatur.  Das  ausgefallene  Salz  wurde  wiederum  ￿ber  eine 
Schlenkfritte  abgetrennt.  Der  Niederschlag  wurde  zweimal  mit  je  50  ml  abs.  Ether 
gewaschen. Der Ether sowie ￿bersch￿ssiges PCl3 wurden im Membranpumpenvakuum 
abdestilliert und der R￿ckstand im ￿lpumpenvakuum fraktioniert destilliert. Verbindung 
71 wurde als klares z￿hfl￿ssiges ￿l erhalten. 
 
Ausbeute:  4,18 g (74%) 
 
Sdp.:  116￿C (10
-2 mbar) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
7.23-7.06 (m, 4H, arom. H); 3.78 (d, 2H, 
2J=12.1 Hz, C6H5-CH2-); 2.29 (s, 
3H, -CH3) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  182.11 
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(p-t-Butylbenzyl)dichlorphosphan 72 
 
 
P
Cl
Cl
 
C11H15Cl2P [249,12] 
 
Die  Reaktion  wie  auch  die  Aufarbeitungen  wurden  unter  ArgonAtmosph￿re  sowie  in 
ausgeheizten  Apparaturen  durchgef￿hrt.  5,0  g  p-(t-Butyl)benzylbromid  67  (22  mmol) 
wurden in 35 ml abs. Diethylether gel￿st und auf 0,54 g Mg-Sp￿ne (22 mmol) getropft. 
Die  Reaktion  wurde  durch  Erw￿rmen  mittels  eines  Heissluftf￿ns  gestartet.  Nach 
vollst￿ndiger Zugabe wurde noch 1h unter R￿ckfluss gekocht. Die erhaltene Grignard-
L￿sung wurde auf 0￿C abgek￿hlt und durch Zugabe von 2,02 g CdCl2 (11 mmol; 24h im 
Vakuum (10
-1 mbar) bei 150￿C ￿ber P2O5 getrocknet) ummetalliert. Die L￿sung wurde 2h 
bei  Raumtemperatur  ger￿hrt  und  anschlie￿end  die  ausgefallenen  Salze  ￿ber  eine 
Schlenkfritte  abgetrennt.  Die  cadmiumorganische  Verbindung  wurde  bei  ￿78￿C 
(Aceton/fl. N2) innerhalb von 60 min in eine Mischung aus 15,4 ml Phosphortrichlorid 
(176 mmol) und 50 ml abs. Ether getropft. Die ausgefallenen Salze wurden mittels einer 
Schlenkfritte  abgetrennt  und  der  Filterkuchen  zweimal  mit  je  20  ml  abs.  Ether 
gewaschen.  Anschlie￿end  wurde  das  L￿sungsmittel  wie  auch  ￿bersch￿ssiges  PCl3 
abdestilliert und der R￿ckstand im Hochvakuum fraktioniert destilliert. 
 
Ausbeute:  3,99 g (73%) 
 
Sdp.:  122￿C (10
-5 mbar) 
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1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
7.43-7.18 (m, 4H, arom. H); 3.72 (d, 2H, 
2J=14.9 Hz, C6H5-CH2-); 1.36 (s, 
9H, -CH3) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  180.07 
 
 
(4-(4-Fluorphenyl)butyl)dichlorphosphan 73 
 
 
P
F
Cl
Cl
 
C10H12Cl2FP [253,08] 
 
Die  Reaktion  wie  auch  die  Aufarbeitungen  wurden  unter  Argonatmosph￿re  sowie  in 
ausgeheizten  Apparaturen  durchgef￿hrt.  5,0  g  4-(4-Fluorphenyl)butylbromid  17  (21,6 
mmol) wurden in 40 ml abs. Diethylether gel￿st und auf 525 mg Mg-Sp￿ne (21,6 mmol) 
getropft. Die Reaktion wurde durch Erw￿rmen mittels eines Heissluftf￿ns gestartet. Nach 
vollst￿ndiger Zugabe wurde noch 1h unter R￿ckfluss gekocht. Die erhaltene Grignard-
L￿sung wurde auf 0￿C abgek￿hlt und durch Zugabe von 1,98 g CdCl2 (10,8 mmol; 24h 
im Vakuum (10
-1 mbar) bei 150￿C ￿ber P2O5 getrocknet) ummetalliert. Die L￿sung wurde 
2h  bei  Raumtemperatur  ger￿hrt  und  anschlie￿end  das  ausgefallene  Salz  ￿ber  eine 
Schlenkfritte  abgetrennt.  Die  cadmiumorganische  Verbindung  wurde  bei  ￿78￿C 
(Aceton/fl. N2) innerhalb von 20 min in eine Mischung von 15 ml Phosphortrichlorid (170 
mmol) und 50 ml abs. Ether getropft. Das ausgefallenen Cadmiumsalze wurden mittels 
einer Schlenkfritte abgetrennt, wobei der Filterkuchen zweimal mit je 10 ml abs. Ether 
gewaschen wurde. Anschlie￿end wurde das L￿sungsmittel wie auch das ￿bersch￿ssige 
PCl3 abdestilliert und der R￿ckstand im ￿lpumpenvakuum fraktioniert destilliert. 
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Ausbeute:  2,17 g (40%) 
 
Sdp.:  145￿C (10
-1 mbar) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
7.13-7.09  (m,  2H,  arom.  H);  7.01-6.93  (m,  2H,  arom.  H);  2.74  (m,  2H, 
C6H5-CH2-); 2.34 (m, 2H, -CH2-P), 1.76 (m, 4H, -CH2-CH2-CH2-P). 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  194.99 
 
 
2-Phenylethyl(diisopropylamin)chlorphosphan 75 
 
 
P
N
Cl
 
C14H23ClNP [271,77] 
 
Die  Reaktion  wie  auch  die  Aufarbeitungsschritte  wurden  unter  Argonatmosph￿re 
durchgef￿hrt.  Zu  einer  auf  ￿40￿C  (Aceton/fl.  N2)  abgek￿hlten  L￿sung  aus  23,6  g  2-
Phenylethyldichlorphosphan 50 (114 mmol) und 100 ml abs. CH2Cl2 wurden innerhalb 
von  30  min  29,45  ml  N,N-Diisopropylamin  (209  mmol)  zugetropft.  Man  lies  auf  RT 
erw￿rmen  und  r￿hrte  noch  eine  weitere  Stunde.  Das  ausgefallene 
Diisopropylammoniumchlorid  wurde  ￿ber  eine  Schlenkfritte  abgetrennt  und  der 
Filterkuchen  zweimal  mit  50  ml  abs.  Dichlormethan  gewaschen.  Das  L￿sungsmittel 
wurde abdestilliert und der ￿lige R￿ckstand fraktioniert destilliert. 
 
Ausbeute:  20,3 g (66%) 
 
Sdp.:  124￿C (10
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1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
7.24-7.10 (m, 5H, arom. H); 3.62 (m, 2H, CH-
iPr); 2.71 (m, 2H, C6H5-CH2-); 
2.33-2.25 (m, 2H, -CH2-P); 1.23-1.09 (m, 12H, -CH3) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  139.37 
 
 
3-Phenylpropyl(diisopropylamin)chlorphosphan 76 
 
 
P
N
Cl
 
C15H25ClNP [285,79] 
 
Die Reaktion wie auch die folgenden Aufreinigungsschritte wurden in ausgeheizten und 
mit  Argon  gefluteten  Apparaturen  durchgef￿hrt.  Zu  einer  L￿sung  aus  32,75  g  3-
Phenylpropyldichlorphosphan 51 (148 mmol) und 150 ml abs. Dichlormethan wurde bei  
￿35￿C innerhalb einer Stunde 40,5 ml N,N-Diisopropylamin (287 mmol) zugetropft. Nach 
dem langsamen Erw￿rmen (1h) auf Raumtemperatur wurde noch eine Stunde ger￿hrt. 
Der  ausgefallene  Niederschlag  (Diisopropylammoniumchlorid)  wurde  ￿ber  eine 
Schlenkfritte abfiltriert, der Filterkuchen zweimal mit 50 ml abs. CH2Cl2 gewaschen und 
das  L￿sungsmittel  bei  Normaldruck  abdestilliert.  Nach  Hochvakuumdestillation  wurde 
eine klare, viskose, sehr unangenehm riechende Fl￿ssigkeit erhalten. 
 
Ausbeute:  35,6 g (84%) 
 
Sdp.:  145￿C (10
-3 mbar) 
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1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
7.27-7.09 (m, 5H, arom. H); 3.40 (m, 2H, CH-
iPr); 2.66 (m, 2H, C6H5-CH2-); 
2.20 (m, 2H, -CH2-P); 1.81-1.64 (m, 2H, -CH2-CH2-P); 1.19-1.04 (m, 12H, -
CH3) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  140.55 
 
 
4-Phenylbutyl(diisopropylamin)chlorphosphan 77 
 
 
P
Cl
N
 
C16H27ClNP [299,82] 
 
Die  Reaktion  wie  auch  die  Aufarbeitungsschritte  wurden  unter  Argonatmosph￿re 
durchgef￿hrt. 6,74 g 4-Phenylbutyldichlorphosphan 52 (29 mmol) wurden in 30 ml abs. 
CH2Cl2 gel￿st. Bei einer Temperatur von ￿40￿C (Aceton/fl. N2) wurde innerhalb von 1 
Stunde mit 7,0 ml N,N-Diisopropylamin (50 mmol) versetzt. Man lies das Gemisch auf 
Raumtemperatur  erw￿rmen  und  r￿hrte  1h  nach.  Das  ausgefallene 
Diisopropylammoniumchlorid  wurde  mittels  einer  Schlenkfritte  unter  Argon-￿berdruck 
abfiltriert  und  der  Filterkuchen  zweimal  mit  20  ml  abs.  CH2Cl2  gewaschen.  Das 
L￿sungsmittel wurde unter Normaldruck abdestilliert und der R￿ckstand im Hochvakuum 
fraktioniert destilliert. 
 
Ausbeute:  6,62 g (77%) 
 
Sdp.:  140￿C (10
-5 mbar) 
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1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
7.31 (m, 2H, arom. H); 7.20 (m, 3H, arom. H); 3.43 (m, 2H, CH-
iPr); 2.78 (t, 
2H, 
3J=7.5 Hz, C6H5-CH2-); 2.15 (m, 2H, -CH2-P); 1.73 (m, 4H, -CH2-CH2-
CH2-P); 1.30-1.15 (m, 12H, -CH3) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  141.90 
 
 
5-Phenylpentyl(diisopropylamin)chlorphosphan 78 
 
 
P
N
Cl
 
C17H29ClNP [313,85] 
 
Die  Reaktion  wie  auch  die  Aufarbeitungsschritte  wurden  unter  Argonatmosph￿re 
durchgef￿hrt.  Zu  einer  auf  ￿40￿C  (Aceton/fl.  N2)  abgek￿hlten  L￿sung  aus  8,9  g  5-
Phenylpentyldichlorphosphan 53 (36 mmol) und 40 ml abs. CH2Cl2 wurden innerhalb von 
45 min 10,0 ml N,N-Diisopropylamin (71 mmol) zugetropft. Man lies auf RT kommen und 
r￿hrte noch eine weitere Stunde nach. Das ausgefallene Diisopropylammoniumchlorid 
wurde ￿ber eine Schlenkfritte abgetrennt und der Filterkuchen zweimal mit 20 ml abs. 
Dichlormethan  gewaschen.  Das  L￿sungsmittel  wurde  abdestilliert  und  der  ￿lige 
R￿ckstand  im  Hochvakuum  fraktioniert  destilliert.  Bei  der  Destillation  kam  es  zu 
Ausbeuteverlusten,  da  das  sehr  viskose  ￿l  78  sich  bereits  bei  160￿C  zu  zersetzen 
begann. 
 
Ausbeute:  4,2 g (38%) 
 
Sdp.:  155￿C (10
-5 mbar) 12  Experimenteller Teil  214
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
7.23-7.10 (m, 5H, arom. H); 3.41 (m, 2H, CH-
iPr); 2.55 (m, 2H, C6H5-CH2-); 
2.01 (m, 2H, -CH2-P); 1.66 (m, 4H, -CH2-CH2-CH2-CH2-P); 1.41 (m, 2H, -
CH2-CH2-CH2-P); 1.30-1.08 (m, 12H, -CH3) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  139.13 
 
 
[(Naphth-1-yl)methyl](diisopropylamin)chlorphosphan 79 
 
 
P
N
Cl
 
C17H23ClNP [307,80] 
 
Die Reaktion wie auch die folgenden Aufreinigungsschritte wurden in ausgeheizten und 
mit Argon gefluteten Apparaturen durchgef￿hrt. Zu einer L￿sung aus 3,4 g [(Naphth-1-
yl)methyl]dichlorphosphan 57 (14 mmol) und 15 ml abs. Dichlormethan wurde bei ￿35￿C 
innerhalb  von  30  min  3,7  ml  N,N-Diisopropylamin  (26  mmol)  gegeben.  Nach  dem 
langsamen Erw￿rmen (1h) auf Raumtemperatur wurde noch eine Stunde ger￿hrt. Der 
ausgefallene Niederschlag (Diisopropylammoniumchlorid) wurde ￿ber eine Schlenkfritte 
abfiltriert,  der  Filterkuchen  noch  zweimal  mit  10  ml  abs.  CH2Cl2  gewaschen  und  das 
L￿sungsmittel bei Normaldruck abdestilliert. Der erhaltene wei￿e Feststoff konnte nicht 
weiter  aufgereinigt  werden.  Die  Ausbeute  wurde  daher  ￿ber  die 
1H-  und 
31P-NMR-
Spektren bestimmt. 
 
Ausbeute:  2,5 g (56%) 
 12  Experimenteller Teil  215
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
8.02 (m, 1H, arom. H); 7.75 (m, 1H, arom. H); 7.63 (m, 1H, arom. H); 7.49-
7.30 (m, 4H, arom. H); 3.84 (m, 2H, C6H5-CH2-); 3.29 (m, 2H, CH-
iPr); 1.05 
(m, 12H, -CH3) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  141.23 
 
 
[3-(Naphth-1-yl)propyl](diisopropylamin)chlorphosphan 80 
 
 
P
N
Cl
 
C19H27ClNP [335,85] 
 
Die  Reaktion  wie  auch  die  Aufarbeitungsschritte  wurden  unter  Argonatmosph￿re 
durchgef￿hrt. 3,0 g [3-(Naphth-1-yl)propyl]dichlorphosphan 58 (11 mmol) wurden in 10 
ml abs. CH2Cl2 gel￿st und bei einer Temperatur von ￿40￿C (Aceton/N2 fl.) innerhalb von 
einer Stunde mit 3,0 ml N,N-Diisopropylamin (21 mmol) versetzt. Man lies das Gemisch 
auf  Raumtemperatur  erw￿rmen  und  r￿hrte  1h  nach.  Das  ausgefallene 
Diisopropylammoniumchlorid  wurde  mittels  einer  Schlenkfritte  unter  Argon￿berdruck 
abfiltriert  und der  Filterkuchen  zweimal  mit  10  ml  abs. CH2Cl2  gewaschen. Das  nach 
Evaporation des L￿sungsmittels erhaltene wei￿e, hoch viskose ￿l 80 konnte nicht weiter 
aufgereinigt werden. Die Ausbeute wurde deswegen ￿ber die 
1H- und 
31P-NMR-Spektren 
bestimmt. 
 
Ausbeute:  2,61 g (70%) 
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1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
8.00 (m, 1H, arom. H); 7.80 (m, 1H, arom. H); 7.66 (m, 1H, arom. H); 7.46-
7.26 (m, 4H, arom. H); 3.34 (m, 2H, CH-
iPr); 3.04 (m, 2H, C6H5-CH2-); 1.75 
(m, 2H, -CH2-P); 1.48 (m, 2H, -CH2-CH2-P); 1.31 (m, 12H, -CH3) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  140.10 
 
 
[3-(Anthracen-9-yl)propyl](diisopropylamin)chlorphosphan 81 
 
 
P
Cl
N
 
C23H29ClNP [385,91] 
 
Die Reaktion wie auch die folgenden Aufreinigungsschritte wurden in ausgeheizten und 
mit  Argon  gefluteten  Apparaturen  durchgef￿hrt.  Zu  einer  L￿sung  aus  2,28  g  [3-
(Anthracen-9-yl)propyl]dichlorphosphan  62  (7,1  mmol)  und  10  ml  abs.  Dichlormethan 
wurden  bei  ￿35￿C  innerhalb  von  30  min  1,9  ml  N,N-Diisopropylamin  (13,4  mmol) 
zugetropft. Nach dem langsamen Erw￿rmen (1h) auf Raumtemperatur wurde noch eine 
Stunde  ger￿hrt.  Der  ausgefallene  Niederschlag  (Diisopropylammoniumchlorid)  wurde 
￿ber  eine  Schlenkfritte  abfiltriert,  der  Filterkuchen  zweimal  mit  5  ml  abs.  CH2Cl2 
gewaschen  und das  L￿sungsmittel  bei  Normaldruck  abdestilliert.  Der  erhaltene  gelbe 
Feststoff 81 konnte nicht weiter aufgereinigt werden. Die Ausbeute wurde daher ￿ber die 
1H- und 
31P-NMR-Spektren bestimmt. 
 
Ausbeute:  2,03 g (74%) 
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1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
8.31-8.20  (m,  3H,  arom.  H);  8.03  (m,  2H,  arom.  H);  7.56-7.41  (m,  4H, 
arom. H); 3.58 (m, 2H, CH-
iPr); 3.42 (m, 2H, C6H5-CH2-); 2.25 (m, 2H, -
CH2-P); 1.93 (m, 2H, -CH2-CH2-P); 1.49 (m, 12H, -CH3) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  140.28 
 
 
(4-Fluorbenzyl)(diisopropylamin)chlorphosphan 82 
 
 
P
N
Cl
F  
C13H20ClFNP [275,73] 
 
Die  Reaktion  wie  auch  die  Aufarbeitungsschritte  wurden  unter  Argonatmosph￿re 
durchgef￿hrt. 10,0 g (4-Fluorbenzyl)dichlorphosphan 68 (47,4 mmol) wurden in 80 ml 
abs. CH2Cl2 gel￿st. Bei einer Temperatur von ￿40￿C (Aceton/fl. N2) wurden innerhalb 
von  1,5  Stunden  13,4  ml  N,N-Diisopropylamin  (94,8  mmol)  zugetropft.  Man  lies  das 
Gemisch  auf  Raumtemperatur  kommen  und  r￿hrte  1h  nach.  Das  ausgefallene 
Diisopropylammoniumchlorid  wurde  mittels  einer  Schlenkfritte  unter  Argon-￿berdruck 
abfiltriert und der wei￿e Filterkuchen zweimal mit 30 ml abs. CH2Cl2 gewaschen. Das 
L￿sungsmittel  wurde  unter  Normaldruck  abdestilliert  und  der  R￿ckstand  im 
￿lpumpenvakuum fraktioniert destilliert. 
 
Ausbeute:  8,73 g (67%) 
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Sdp.:  118￿C (10
-1 mbar) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
7.19 (m, 2H, arom. H); 6.98 (m, 2H, arom. H); 3.43 (m, 4H, C6H5-CH2-, CH-
iPr); 1.26 (m, 12H, -CH3) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  133.77 
 
 
(2,4-Difluorbenzyl)(diisopropylamin)chlorphosphan 83 
 
 
P
N
Cl
F
F
 
C13H19ClF2NP [293,72] 
 
Die  Reaktion  wie  auch  die  Aufarbeitungsschritte  wurden  unter  Argonatmosph￿re 
durchgef￿hrt. 5,0 g (2,4-Difluorbenzyl)dichlorphosphan 69 (22 mmol) wurden in 30 ml 
abs. CH2Cl2 gel￿st und bei einer Temperatur von ￿40￿C (Aceton/fl. N2) innerhalb von 
einer Stunde mit 6,08 ml N,N-Diisopropylamin (44 mmol) versetzt. Nach vollst￿ndiger 
Zugabe lies man das Gemisch auf Raumtemperatur erw￿rmen und r￿hrte 1h nach. Das 
ausgefallene  Diisopropylammoniumchlorid  wurde  mittels  einer  Schlenkfritte  unter 
Argon￿berdruck  abfiltriert  und  der  Filterkuchen  zweimal  mit  10  ml  abs.  CH2Cl2 
gewaschen. Das L￿sungsmittel wurde unter Normaldruck abdestilliert und der R￿ckstand 
fraktioniert destilliert. 
 
Ausbeute:  4,73 g (74%) 12  Experimenteller Teil  219
 
Sdp.:  88￿C (10
-1 mbar) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
7.21 (m, 1H, arom. H); 6.84 (m, 2H, arom. H); 3.52 (m, 2H, C6H5-CH2-); 
3.41 (m, 2H, CH-
iPr); 1.25 (m, 12H, -CH3) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  133.19 
 
 
[p-(Methoxy)benzyl](diisopropylamin)chlorphosphan 84 
 
 
P
O
CH3
N
Cl
 
C14H23ClNOP [287,77] 
 
Die Reaktion wie auch die folgenden Aufreinigungsschritte wurden in ausgeheizten und 
mit  Argon  gefluteten  Apparaturen  durchgef￿hrt.  Zu  einer  L￿sung  aus  8,54  g  (p-
Methoxybenzyl)dichlorphosphan 70 (38,3 mmol) und 50 ml abs. Dichlormethan wurde 
bei  ￿35￿C  innerhalb  von  30  min  10,6  ml  N,N-Diisopropylamin  (76,6  mmol)  gegeben. 
Nach  dem  langsamen  Erw￿rmen  (1h)  auf  Raumtemperatur  wurde  noch  eine  Stunde 
ger￿hrt. Der ausgefallene Niederschlag (Diisopropylammoniumchlorid) wurde ￿ber eine 
Schlenkfritte abfiltriert, der Filterkuchen noch zweimal mit 20 ml abs. CH2Cl2 gewaschen 
und das L￿sungsmittel bei Normaldruck abdestilliert. Der erhaltene wei￿e Feststoff 84 
konnte nicht weiter aufgereinigt werden. Die Ausbeute wurde aus diesem Grund ￿ber die 
1H- und 
31P-NMR-Spektren bestimmt. 12  Experimenteller Teil  220
 
Ausbeute:  7,65 g (70%) 
 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
6.87-6.73 (m, 4H, arom. H); 3.69 (s, 3H, O-CH3); 3.61 (m, 2H, C6H5-CH2-); 
3.43 (m, 2H, CH-
iPr); 1.71-1.01 (m, 12H, -CH3-
iPr). 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  135.48 
 
 
[(p-Methyl)benzyl](diisopropylamin)chlorphosphan 85 
 
 
P
N
Cl
 
C14H23ClNP [271,77] 
 
Die  Reaktion  wie  auch  die  Aufarbeitungsschritte  wurden  unter  Argonatmosph￿re 
durchgef￿hrt. 4,18 g (p-Methylbenzyl)dichlorphosphan 71 (20,2 mmol) wurden in 40 ml 
abs. CH2Cl2 gel￿st. Bei einer Temperatur von ￿40￿C (Aceton/fl. N2) wurde innerhalb von 
einer Stunde 5,6 ml N,N-Diisopropylamin (40,2 mmol) zugetropft. Man lies das Gemisch 
auf  Raumtemperatur  kommen  und  r￿hrte  1h  nach.  Das  ausgefallene 
Diisopropylammoniumchlorid  wurde  mittels  einer  Schlenkfritte  unter  Argon-￿berdruck 
abfiltriert  und  der  Filterkuchen  zweimal  mit  10  ml  abs.  CH2Cl2  gewaschen.  Das 
L￿sungsmittel  wurde  unter  Normaldruck  abdestilliert  und  der  R￿ckstand  fraktioniert 
destilliert. 
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Ausbeute:  3,7 g (67%) 
Sdp.:  125￿C (10
-2 mbar) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
7.15-7.03 (m, 4H, arom. H); 3.56 (m, 2H, C6H5-CH2-); 3.41 (m, 2H, CH-
iPr); 
2,32 (s, 3H, -CH3); 1.21-1.05 (m, 12H, -CH3-
iPr) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  135.91 
 
 
[p-(t-Butyl)benzyl](diisopropylamin)chlorphosphan 86 
 
 
P
N
Cl
F  
C17H29ClNP [313,85] 
 
Die  Reaktion  wie  auch  die  Aufarbeitungsschritte  wurden  unter  Argonatmosph￿re 
durchgef￿hrt.  Eine  auf  ￿40￿C  (Aceton/fl.  N2)  abgek￿hlte  L￿sung  aus  3,98  g  [p-(t-
Butyl)benzyl]dichlorphosphan 72 (16 mmol) und 30 ml abs. CH2Cl2 wurde innerhalb von 
45 min mit 4,52 ml N,N-Diisopropylamin (32 mmol) versetzt. Nach vollst￿ndiger Zugabe 
lies  man  auf  RT  erw￿rmen  und  r￿hrte  noch  eine  weitere  Stunde.  Das  ausgefallene 
Diisopropylammoniumchlorid  wurde  ￿ber  eine  Schlenkfritte  abgetrennt  und  der 
Filterkuchen  zweimal  mit  20  ml  abs.  Dichlormethan  gewaschen.  Das  L￿sungsmittel 
wurde abdestilliert und der ￿lige R￿ckstand fraktioniert im Hochvakuum destilliert. 
 
Ausbeute:  3,76 g (75%) 
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Sdp.:  130￿C (10
-5 mbar) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
7.35-7.13 (m, 4H, arom. H); 3.46 (m, 2H, C6H5-CH2-); 3.39 (m, 2H, CH-
iPr); 
2.32 (s, 3H, -CH3); 1.30 (m, 12H, -CH3-
iPr; 9H, -CH3-
tBu) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  136.31 
 
 
Methyl(diisopropylamin)chlorphosphan 87 
 
Literatur:  L￿schner, 1988 
P
CH3
Cl N
 
C7H17ClNP [181,64] 
 
Die  Reaktion  wie  auch  die  Aufarbeitungsschritte  wurden  unter  Argonatmosph￿re 
durchgef￿hrt. 5,0 g Methyldichlorphosphan (27,5 mmol) wurden in 20 ml abs. CH2Cl2 
gel￿st. Bei einer Temperatur von ￿30￿C (Aceton/fl. N2) wurde innerhalb von 30 min 7,7 
ml  N,N-Diisopropylamin  (55  mmol)  zugetropft.  Man  lies  das  Gemisch  auf 
Raumtemperatur  kommen  und  r￿hrte  1h  nach.  Das  ausgefallene 
Diisopropylammoniumchlorid  wurde  mittels  einer  Schlenkfritte  unter  Argon-￿berdruck 
abfiltriert  und  der  Filterkuchen  zweimal  mit  10  ml  abs.  CH2Cl2  gewaschen.  Das 
L￿sungsmittel  wurde  unter  Normaldruck  abdestilliert  und  der  R￿ckstand  fraktioniert 
destilliert. 
 
Ausbeute:  4,73 g (61%) 
 
Sdp.:  70￿C (10
-1 mbar) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
3.36 (m, 2H, CH-
iPr); 1.76 (s, 3H, -CH3); 1.32 (m, 12H, -CH3) 12  Experimenteller Teil  223
 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  137.56 
 
 
[4-(4-Fluorphenyl)butyl](diisopropylamin)chlorphosphan 88 
 
 
P
Cl
N
F  
C16H26ClFNP [317,81] 
 
Die  Reaktion  wie  auch  die  Aufarbeitungsschritte  wurden  unter  Argonatmosph￿re 
durchgef￿hrt. 2,0 g [4-(4-Fluorphenyl)butyl]dichlorphosphan 73 (7,9 mmol) wurden in 15 
ml abs. CH2Cl2 gel￿st. Bei einer Temperatur von ￿40￿C (Aceton/fl. N2) wurde innerhalb 
von  einer  Stunde  2,2  ml  N,N-Diisopropylamin  (15,8  mmol)  zugetropft.  Man  lies  das 
Gemisch  auf  Raumtemperatur  kommen  und  r￿hrte  1h  nach.  Das  ausgefallene 
Diisopropylammoniumchlorid  wurde  mittels  einer  Schlenkfritte  unter  Argon-￿berdruck 
abfiltriert  und  der  Filterkuchen  zweimal  mit  7  ml  abs.  CH2Cl2  gewaschen.  Das 
L￿sungsmittel wurde unter Normaldruck abdestilliert und der R￿ckstand im Hochvakuum 
fraktioniert destilliert. 
 
Ausbeute:  1,32 g (53%) 
 
Sdp.:  130￿C (10
-5 mbar) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
7.11 (m, 2H, arom. H); 6.96 (m, 2H, arom. H); 3.41 (m, 2H, CH-
iPr); 2.61 
(m, 2H, C6H5-CH2-); 2.09 (m, 2H, -CH2-P); 1.71 (m, 4H, -CH2-CH2-CH2-P); 
1.28-1.17 (m, 12H, -CH3) 12  Experimenteller Teil  224
 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  141.63 
 
 
(2-Naphthoxy)(diisopropylamin)chlorphosphan 89 
 
 
O
P
N
Cl
 
C16H21ClNOP [309,77] 
 
Die  Reaktion  wie  auch  die  Aufarbeitungsschritte  wurden  unter  Argonatmosph￿re 
durchgef￿hrt.  Eine  auf  ￿25￿C  (Aceton/fl.  N2)  abgek￿hlte  L￿sung  aus  4,19  (2-
Naphtoxydichlorphosphan 60 (17 mmol) und 10 ml abs. CH2Cl2 wurden innerhalb von 45 
min mit 4,1 ml N,N-Diisopropylamin (29 mmol) versetzt. Nach vollst￿ndiger Zugabe lies 
man  auf  RT  erw￿rmen  und  r￿hrte  noch eine weitere  Stunde nach. Das ausgefallene 
Diisopropylammoniumchlorid wurde ￿ber eine Schlenkfritte abgetrennt, der Filterkuchen 
zweimal mit 5 ml abs. Dichlormethan gewaschen und das L￿sungsmittel abdestilliert. Der 
gelbe  ￿lige  R￿ckstand  konnte  nicht  weiter  aufgereinigt  werden.  Die  Ausbeute  wurde 
daher ￿ber die 
1H- und 
31P-NMR-Spektren bestimmt. 
 
Ausbeute:  4,2 g (79%) 
 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
7.73-7.16 (m, 7H, arom. H); 3.94-3.83 (m, 2H, CH-
iPr); 1.29-1.09 (m, 12H, 
-CH3) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  170.56 
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N
4-Isobutyryl-2·-desoxycytidin 90 
 
Literatur:  Ti, 1982 
N
N
O N
O HO
OH
H
O
 
C13H19N3O5 [297,31] 
 
13,0  g  getrocknetes  2·-Desoxycytidin-Hydrochlorid  (49  mmol)  wurden  unter 
Argonatmosph￿re in 300 ml abs. Pyridin gel￿st und auf 0￿C gek￿hlt. Zu dieser L￿sung 
wurden 31 ml Trimethylchlorsilan (250 mmol) getropft und 45 min ger￿hrt. Man lies auf 
Raumtemperatur kommen und versetzte die L￿sung mit 41 ml Isobutters￿ureanhydrid 
(260 mmol). Nach dreist￿ndigem R￿hren wurde erneut auf 0￿C gek￿hlt und mit 50 ml 
Wasser  versetzt.  Nach  5  min  wurde  bei  RT  50  ml  32%ige  w￿ssrige  NH3-L￿sung 
zugegeben und weitere 30 min ger￿hrt. Das L￿sungsmittel wurde abdestilliert und die 
wei￿e  Suspension  in  einem  Gemisch  aus  CH2Cl2/MeOH  (9:1)  aufgenommen  und  an 
Kieselgel  chromatographiert  (Laufmittel  CH2Cl2/MeOH  9:1).  Das  aminogesch￿tzte 
Cytidin 90 wurde als wei￿er Schaum erhalten. 
 
Ausbeute:  13,51 g (92%) 
 
DC:  Rf = 0,20 (CH2Cl2/MeOH 9:1) 
1H-NMR:   [ppm] (250 MHz, (d6)-DMSO) 
10.84 (s, 1H, N-H); 8.32 (d, 1H, 
3J=7.5 Hz, H-6); 7.23 (d, 1H, 
3J=7.5 Hz, H-
5); 6.10 (t, 1H, 
3J=6.3 Hz, H1·); 5.26 (d, 1H, 
3J=3.5 Hz, OH-3·); 5.05 (b, 12  Experimenteller Teil  226
1H, OH-5·); 4.20 (m, 1H, H3·); 3.85 (m, 1H, H4·); 3.59 (m, 2H, H5·); 2.76-
2.65 (m, 1H, C-H 
iBu); 2.29-2.23 (m, 1H, H2·); 2.08-1.95 (m, 1H, H2·); 
1.05 (m, 6H, -CH3 
iBu) 
ESI-MS(-):  berechnet:  296.3 m/z [M-H]
- 
  gefunden:  296.3 m/z [M-H]
- 
 
 
5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-N
4-isobutyryl-2·-desoxycytidin 91 
 
Literatur:  Ti, 1982; Schaller, 1963 
N
N
O N
O O
OH
H
OCH3
OCH3
O
 
C34H37N3O7 [599,67] 
 
2,55 g N
4-Isobutyryl-2·-desoxycytidin 90 (8,6 mmol) wurden in 30 ml abs. Pyridin gel￿st 
und unter Argonatmosph￿re mit 2,95 g 4,4·-Dimethoxytritylchlorid (11 mmol) versetzt. 
Nach 2 Stunden R￿hren bei Raumtemperatur wurde die Reaktion durch Zugabe von 15 
ml Methanol abgebrochen. Die L￿sungsmittel wurden abgezogen, der R￿ckstand in 150 
ml Dichlormethan aufgenommen und mit 5%iger NaHCO3-L￿sung (100 ml) sowie mit 
Wasser (100 ml) gewaschen. Die org. Phase wurde ￿ber MgSO4 getrocknet, einrotiert 
und der R￿ckstand an Kieselgel chromatographiert (Laufmittel: CH2Cl2/MeOH 98:2). Die 
Verbindung 91 wurde als hellgelber Schaum erhalten. 
 
Ausbeute:  3,96 g (78%) 12  Experimenteller Teil  227
 
DC:  Rf = 0,23 (CH2Cl2/MeOH 95:5) 
1H-NMR:   [ppm] (250 MHz, (d6)-DMSO) 
10.86 (s, 1H, N-H); 8.14 (d, 1H, 
3J=7.5 Hz, H-6); 7.40-7.23 (m, 9H, arom. 
H); 7.08 (d, 1H, 
3J=7.4 Hz, H-5); 6.89 (m, 4H, arom. H); 6.10 (t, 1H, 
3J=5.7 
Hz, H1·); 5.36 (d, 1H, 
3J=4.7 Hz, OH-3·); 4.35-4.26 (m, 1H, H3·); 3.95 (m, 
1H, H4·); 3.74 (s, 6H, O-CH3); 3.25 (m, 2H, H5·); 2.76-2.64 (m, 1H, C-H 
iBu); 2.39-2.28 (m, 1H, H2·); 2.17-2.07 (m, 1H, H2·); 1.06 (m, 6H, -CH3 
iBu) 
ESI-MS(-):  berechnet:  598.6 m/z [M-H]
- 
  gefunden:  598.4 m/z [M-H]
- 
 
 
N
4-Isobutyryl-3·-O-(tert-butyldiphenylsilyl)-2·-desoxycytidin 92 
 
Literatur:  Perbost, 1995; Ogilvie, 1973 
N
N
O N
O HO
O
H
Si
O
 
C29H37N3O5Si [535,71] 
 
4,0 g 5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-N
4-isobutyryl-2·-desoxycytidin 91 (13,5 mmol) wurden in 
60  ml  abs.  Pyridin  gel￿st  und  mit  2,11  g  Imidazol  (30  mmol)  sowie  mit  5,33  ml  tert-12  Experimenteller Teil  228
Butyldiphenylsilylchlorid  (20  mmol)  versetzt.  Nach  24-st￿ndigem  R￿hren  bei 
Raumtemperatur wurde die Reaktion durch Zugaben von 15 ml Methanol abgebrochen 
und  das  L￿sungsmittel  abdestilliert.  Pyridinreste  wurden  durch  dreimaliges 
Coevaporieren  mit  Toluol  (30  ml)  entfernt.  Der  trockene  R￿ckstand  wurde  in  50  ml 
80%iger  Essigs￿ure  aufgenommen  und  90  min  bei  Raumtemperatur  ger￿hrt.  Die 
Essigs￿ure wurde abgezogen und der R￿ckstand in 150 ml CH2Cl2 aufgenommen. Es 
wurde  mit  5%iger  NaHCO3-L￿sung  sowie  mit  Wasser  neutral  gewaschen  und  die 
w￿ssrigen Phasen mit CH2Cl2 reextrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden 
￿ber  MgSO4  getrocknet,  abfiltriert,  einrotiert  und  der  R￿ckstand  an  Kieselgel 
chromatographiert  (Laufmittel:  Essigester/n-Hexan  1:1).  Das  Produkt  92  wurde  als 
wei￿er Schaum erhalten. 
 
Ausbeute:  2,72 g (76%) 
 
DC:  Rf = 0,20 (Essigester/n-Hexan 7:3) 
1H-NMR:   [ppm] (250 MHz, CDCl3) 
8.42 (s, 1H, N-H); 8.04 (d, 1H, 
3J=7.5 Hz, H-6); 7.60-7.53 (m, 4H, arom. H); 
7.38-7.29 (m, 7H, H-5, arom. H); 6.16 (t, 1H, 
3J=6.3 Hz, H1·); 4.36 (m, 1H, 
H3·); 3.95 (m, 1H, H4·); 3.57 (m, 1H, H5·); 3.15 (m, 1H, H5·); 2.60-2.45 
(m, 2H, C-H 
iBu, H2·); 2.23 (b, 1H, OH-5·); 2.18-2.09 (m, 1H, H2·); 1.13 
(d, 6H, -CH3 
iBu); 1.00 (s, 9H, -CH3 
tBu). 
ESI-MS(-):  berechnet:  534.7 m/z [M-H]
- 
  gefunden:  534.4 m/z [M-H]
- 
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N
6-Benzoyl-2·-desoxyadenosin 93 
 
Literatur:  Ti, 1982; Schaller, 1963 
N
O HO
OH
N
N
N
N
H
O
 
C17H17N5O4 [355,35] 
 
4,0 g 2·-Desoxyadenosin (15,9 mmol) wurden unter Argonatmosph￿re in 130 ml abs. 
Pyridin suspendiert und bei 0￿C mit 10 ml Trimethylchlorsilan (79 mmol) versetzt. Nach 
40-min￿tigem R￿hren wurden 9,3 ml Benzoylchlorid (80 mmol) zugegeben und 2,5h bei 
Raumtemperatur ger￿hrt. Die gelbliche Suspension wurde auf 0￿C gek￿hlt und mit 40 ml 
Wasser versetzt, wobei sich der Niederschlag aufl￿ste. Nach 5 min wurden bei RT 40 ml 
32%ige NH3-L￿sung zugegeben und weitere 30 min ger￿hrt. Das L￿sungsmittel wurde 
abgezogen  und  der  R￿ckstand  in  100  ml  hei￿em  Wasser  aufgenommen.  Es  wurde 
zweimal mit 50 ml warmem Essigs￿ureethylester gewaschen und die vereinigten org. 
Phasen  zweimal  mit  je  50  ml  hei￿em  Wasser  reextrahiert.  Aus  den  vereinigten 
w￿ssrigen  Phasen  kristallisierte  das  Produkt  93  bei  4￿C  ￿ber  Nacht  aus.  Der  wei￿e 
Niederschlag  wurde  abgesaugt  und  im  ￿lpumpenvakuum  ￿ber  Phosphorpentoxid 
getrocknet. 
 
Ausbeute:  3,7 g (66%) 
 
DC:  Rf = 0,23 (CH2Cl2/MeOH 9:1) 
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1H-NMR:   [ppm] (250 MHz, (d6)-DMSO) 
11.19 (b, 1H, N-H); 8.75 (s, 1H, H-8); 8.69 (s, 1H, H-2); 8.04 (m, 2H, arom. 
H); 7.68-7.49 (m, 3H, arom. H); 6.49 (t, 1H, 
3J=6.7 Hz, H1·); 5.39 (b, 1H, 
OH-3·); 5.03 (b, 1H, OH-5·); 4.46 (m, 1H, H3·); 3.90 (m, 1H, H4·); 3.62-
3.56 (m, 2H, H5·); 2.85-2.75 (m, 1H, H2·); 2.41-2.32 (m, 1H, H2·) 
ESI-MS(-):  berechnet:  354.4 m/z [M-H]
- 
  gefunden:  354.2 m/z [M-H]
- 
 
 
N
6-Benzoyl-5·-O-(4,4·-dimethoxytrityl)-2·-desoxyadenosin 94 
 
Literatur:  Ti, 1982; Schaller, 1963 
N
O O
OH
N
N
N
N
H
OCH3
OCH3
Bz
 
C38H35N5O6 [657,71] 
 
3,0 g N
6-Benzoyl-2·-desoxyadenosin 93 (8,5 mmol) wurden in 30 ml abs. Pyridin gel￿st 
und unter Argonatmosph￿re mit 3,8 g 4,4·-Dimethoxytritylchlorid (11,2 mmol) versetzt. 
Nach 1,5 Stunden r￿hren bei Raumtemperatur wurde die Reaktion durch Zugabe von 20 
ml Methanol abgebrochen. Die L￿sungsmittel wurden abgezogen, der R￿ckstand in 100 
ml  Dichlormethan  aufgenommen  und  mit  5%iger  NaHCO3-L￿sung  (50  ml)  sowie  mit 
Wasser (50 ml) gewaschen. Die org. Phase wurde ￿ber MgSO4 getrocknet, einrotiert und 
der  R￿ckstand  an  Kieselgel  chromatographiert  (Laufmittel:  CH2Cl2/MeOH  95:5).  Die 
Verbindung 94 wurde als hellgelber Schaum erhalten. 12  Experimenteller Teil  231
 
Ausbeute:  3,9 g (72%) 
 
DC:  Rf = 0,38 (CH2Cl2/MeOH 95:5) 
1H-NMR:   [ppm] (250 MHz, CDCl3) 
9.09 (b, 1H, N-H); 8.65 (s, 1H, H-8); 8.09 (s, 1H, H-2); 7.96 (m, 2H, arom. 
H); 7.56-7.09 (m, 12H, arom. H); 6.71 (m, 4H, arom. H); 6.41 (t, 1H, 
3J=6.4 
Hz, H1·); 5.21 (b, 1H, OH-3·); 4.67-4.62 (m, 1H, H3·); 4.10 (m, 1H, H4·); 
3.69 (s, 6H, O-CH3); 3.33 (m, 2H, H5·); 2.86-2.76 (m, 1H, H2·); 2.54-2.44 
(m, 1H, H2·) 
ESI-MS(-):  berechnet:  656.7 m/z [M-H]
- 
  gefunden:  656.4 m/z [M-H]
- 
 
 
5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-thymidin 95 
 
Literatur:  Schaller, 1963 
NH
O N
O O
OH
OCH3
OCH3
O
 
C31H32N2O7 [544,60] 
 
6,0 g getrocknetes Thymidin (25 mmol) wurden in 50 ml abs. Pyridin gel￿st und unter 
Argonatmosph￿re  mit  9,5  g  4,4·-Dimethoxytritylchlorid  (28  mmol)  versetzt.  Nach  3 
Stunden  R￿hren  bei  Raumtemperatur  wurde  die  Reaktion  durch  Zugabe  von  20  ml 
Methanol abgebrochen. Die L￿sungsmittel wurden abgezogen, der R￿ckstand in 100 ml 12  Experimenteller Teil  232
Dichlormethan aufgenommen und mit 5%iger NaHCO3-L￿sung (50 ml) sowie mit Wasser 
(50 ml) gewaschen. Die org. Phase wurde ￿ber MgSO4 getrocknet, einrotiert und der 
R￿ckstand  an  Kieselgel  chromatographiert  (Laufmittel:  CH2Cl2/MeOH  98:2).  Die 
Verbindung 95 wurde als hellgelber Schaum erhalten. 
 
Ausbeute:  12,6 g (93%) 
 
DC:  Rf = 0,25 (CH2Cl2/MeOH 95:5) 
1H-NMR:   [ppm] (250 MHz, (d6)-DMSO) 
9.07 (b, 1H, N-H); 7.51 (s, 1H, H-6); 7.42-7.23 (m, 9H, arom. H); 6.90 (m, 
4H, arom. H); 6.22 (t, 1H, 
3J=6.6 Hz, H1·); 5.33 (d, 1H, 
3J=4.5 Hz, OH-3·); 
4.34 (m, 1H, H3·); 3.89 (m, 1H, H4·); 3.74 (s, 6H, O-CH3); 3.25-3.15 (m, 
2H, H5·); 2.31-2.11 (m, 2H, H2·); 1.46 (m, 3H, -CH3) 
ESI-MS(-):  berechnet:  543.6 m/z [M-H]
- 
  gefunden:  543.3 m/z [M-H]
- 
 
 
3·-O-(tert-Butyldiphenylsilyl)-thymidin 96 
 
Literatur:  Szab￿, 1995; Hanessian, 1975; Ogilvie, 1973 
NH
O N
O HO
O
O
Si
 
C26H32N2O5Si [480,63] 
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2,0 g 5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-thymidin 95 (3,67 mmol) wurden in 30 ml abs. Pyridin 
gel￿st und mit 0,68 g Imidazol (10 mmol) sowie mit 2,56 ml tert-Butyldiphenylsilylchlorid 
(10 mmol) versetzt. Nach 24-st￿ndigem R￿hren bei Raumtemperatur wurde die Reaktion 
durch  Zugaben  von  5  ml  Methanol  abgebrochen  und  das  L￿sungsmittel  abdestilliert. 
Pyridinreste  wurden  durch  dreimaliges  coevaporieren  mit  Toluol  (20  ml)  entfernt.  Der 
trockene R￿ckstand wurde in 50 ml 80%iger Essigs￿ure aufgenommen und 90 min bei 
Raumtemperatur ger￿hrt. Die Essigs￿ure wurde abgezogen und der R￿ckstand in 100 
ml  CH2Cl2  aufgenommen.  Es  wurde  mit  5%iger  NaHCO3-L￿sung  sowie  mit  Wasser 
neutral gewaschen und die w￿ssrigen Phasen mit CH2Cl2 reextrahiert. Die vereinigten 
organischen  Phasen  wurden  ￿ber  Na2SO4  getrocknet,  abfiltriert,  einrotiert  und  der 
R￿ckstand an Kieselgel chromatographiert (Laufmittel: CH2Cl2/MeOH 98:2). Das Produkt 
96 wurde als wei￿er Schaum erhalten. 
 
Ausbeute:  1,53 g (86%) 
 
DC:  Rf = 0,30 (CH2Cl2/MeOH 98:2) 
1H-NMR:   [ppm] (250 MHz, CDCl3) 
8.05 (b, 1H, N-H); 7.59-7.55 (m, 4H, arom. H); 7.37-7.31 (m, 6H, arom. H); 
7.19 (s, 1H, H-6); 7.42-7.23 (m, 9H, arom. H); 6.90 (m, 4H, arom. H); 6.15 
(t, 1H, 
3J=6.2 Hz, H1·); 4.38 (m, 1H, H3·); 3.90 (m, 1H, H4·); 3.59-3.53 (m, 
1H, H5·); 3.16 (m, 1H, H5·); 2.33-2.10 (m, 2H, H2·); 1.78 (m, 3H, -CH3) 
ESI-MS(-):  berechnet:  479.6 m/z [M-H]
- 
  gefunden:  479.5 m/z [M-H]
- 
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N
2-Isobutyryl-2·-desoxyguanosin 97 
 
Literatur:  Ti, 1982 
N
O HO
OH
N
N
NH
N
O
O
H
 
C14H21N5O5 [339,35] 
 
4,0  g  2·-Desoxyguanosin  (15  mmol)  wurden  unter  Argonatmosph￿re  in  120  ml  abs. 
Pyridin suspendiert und bei 0￿C mit 10 ml Trimethylchlorsilan (79 mmol) versetzt. Nach 
30 min R￿hren wurden 13,5 ml Isobutters￿ureanhydrid (92 mmol) zugegeben und 3h bei 
Raumtemperatur ger￿hrt. Die gelbliche Suspension wurde auf 0￿C gek￿hlt und mit 40 ml 
Wasser versetzt wobei sich der Niederschlag aufl￿ste. Nach 5 min wurden bei RT 40 ml 
32%ige NH3-L￿sung zugegeben und weitere 30 min ger￿hrt. Das L￿sungsmittel wurde 
abgezogen  und  der  R￿ckstand  in  100  ml  hei￿em  Wasser  aufgenommen.  Es  wurde 
zweimal mit 50 ml warmem Essigs￿ureethylester gewaschen und die vereinigten org. 
Phasen  zweimal  mit  je  50  ml  hei￿em  Wasser  reextrahiert.  Aus  den  vereinigten 
w￿ssrigen  Phasen  kristallisierte  das  Produkt  97  bei  4￿C  ￿ber  Nacht  aus.  Der  wei￿e 
Niederschlag  wurde  abgesaugt  und  im  ￿lpumpenvakuum  ￿ber  Phosphorpentoxid 
getrocknet. 
 
Ausbeute:  3,85 g (76%) 
 
DC:  Rf = 0,13 (CH2Cl2/MeOH 9:1) 
1H-NMR:   [ppm] (250 MHz, (d6)-DMSO) 
12.05  (s,  1H,  N-H);  11.57  (s,  1H,  N-H);  8.23  (s,  1H,  H-8);  6.20  (t,  1H, 
3J=6.2 Hz, H1·); 5.30 (d, 1H, 
3J=3.3 Hz, OH-3·); 4.95 (m, 1H, OH-5·); 4.36 
(m, 1H, H3·); 3.83 (m, 1H, H4·); 3.59-3.47 (m, 2H, H5·); 2.81-2.70 (m, 1H, 12  Experimenteller Teil  235
C-H 
iBu); 2.60-2.49 (m, 1H, H2·); 2.31-2.22 (m, 1H, H2·); 1.11 (d, 6H, 
3J=6.8 Hz, -CH3 
iBu) 
ESI-MS(-):  berechnet:  368.3 m/z [M-H]
- 
  gefunden:  366.3 m/z [M-H]
- 
 
 
5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-N
2-isobutyryl-2·-desoxyguanosin 98 
 
Literatur:  Gait, 1984 
N
O O
OH
N
N
NH
N
O
H
OCH3
OCH3
O
 
C35H39N5O7 [641,71] 
 
3,5  g  N
2-Isobutyryl-2·-desoxyguanosin  97  (10,4  mmol)  wurden  in  50  ml  abs.  Pyridin 
gel￿st  und  unter  Argonatmosph￿re  mit  3,45  g  4,4·-Dimethoxytritylchlorid  (12,8  mmol) 
versetzt.  Nach  2  Stunden  R￿hren  bei  Raumtemperatur  wurde  die  Reaktion  durch 
Zugabe von 15 ml Methanol abgebrochen. Die L￿sungsmittel wurden abgezogen, der 
R￿ckstand  in  150  ml  Dichlormethan  aufgenommen  und  mit  5%iger  NaHCO3-L￿sung 
(100 ml) sowie mit Wasser (100 ml) gewaschen. Die org. Phase wurde ￿ber MgSO4 
getrocknet,  einrotiert  und  der  R￿ckstand  an  Kieselgel  chromatographiert  (Laufmittel: 
CH2Cl2/MeOH 95:5). Die Verbindung 98 wurde als hellgelber Schaum erhalten. 
 
Ausbeute:  7,08 g (83%) 
 
DC:  Rf = 0,35 (CH2Cl2/MeOH 9:1) 12  Experimenteller Teil  236
1H-NMR:   [ppm] (250 MHz, (d6)-DMSO) 
12.09 (s, 1H, N-H); 11.66 (s, 1H, N-H); 8.11 (s, 1H, H-8); 7.33-7.16 (m, 9H, 
arom. H); 6.80 (m, 4H, arom. H); 6.26 (t, 1H, 
3J=6.2 Hz, H1·); 5.35 (b, 1H, 
OH-3·); 4.45-4.34 (m, 1H, H3·); 4.00-3.93 (m, 1H, H4·); 3.71 (s, 6H, O-
CH3); 3.24-3.08 (m, 2H, H5·); 2.82-2.58 (m, 2H, C-H 
iBu, H2·); 2.39-2.29 
(m, 1H, H2·); 1.10 (d, 6H, -CH3 
iBu) 
ESI-MS(+):  berechnet:  642,7 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  640,5 m/z [M+H]
+ 
 
 
N
2-Isobutyryl-3·-O-(tert-butyldiphenylsilyl)-2·-desoxyguanosin 
99 
 
Literatur:  Perbost, 1995 
N
O HO
O
N
N
NH
N
O
H
Si
O
 
C30H39N5O5Si [577,75] 
 
7,0 g 5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-N
2-isobutyryl-2·-desoxyguanosin 98 (10,8 mmol) wurden 
in 50 ml abs. Pyridin gel￿st und mit 1,7 g Imidazol (23,7 mmol) sowie mit 5,3 ml tert-
Butyldiphenylsilylchlorid  (19,8  mmol)  versetzt.  Nach  24-st￿ndigem  R￿hren  bei 
Raumtemperatur wurde die Reaktion durch Zugaben von 10 ml Methanol abgebrochen 
und  das  L￿sungsmittel  abdestilliert.  Pyridinreste  wurden  durch  dreimaliges 
Coevaporieren  mit  Toluol  (30  ml)  entfernt.  Der  trockene  R￿ckstand  wurde  in  120  ml 12  Experimenteller Teil  237
80%iger  Essigs￿ure  aufgenommen  und  40  min  bei  Raumtemperatur  ger￿hrt.  Die 
Essigs￿ure wurde abgezogen und der R￿ckstand in 250 ml CH2Cl2 aufgenommen. Es 
wurde  mit  5%iger  NaHCO3-L￿sung  sowie  mit  Wasser  neutral  gewaschen  und  die 
w￿ssrigen Phasen mit CH2Cl2 reextrahiert. Die vereinigten Phasen wurden ￿ber Na2SO4 
getrocknet,  abfiltriert,  einrotiert  und  der  R￿ckstand  an  Kieselgel  chromatographiert 
(Laufmittel: CH2Cl2/MeOH 98:2). Das Produkt 99 wurde als wei￿er Schaum erhalten. 
 
Ausbeute:  5,05 g (80%) 
 
DC:  Rf = 0,18 (CH2Cl2/MeOH 95:5) 
1H-NMR:   [ppm] (250 MHz, CDCl3) 
11.93 (s, 1H, N-H); 8.11 (s, 1H, N-H); 7.63 (s, 1H, H-8); 7.59-7.55 (m, 4H, 
arom. H); 7.43-7.29 (m, 6H, arom. H); 6.15 (dd, 1H, 
3J=5.5 Hz, H1·); 4.96 
(b, 1H, OH-5·); 4.53 (m, 1H, H3·); 4.04 (m, 1H, H4·); 3.60 (m, 1H, H5·); 
3.05 (m, 1H, H5·); 2.64-2.45 (m, 1H, C-H 
iBu, H2·); 2.24-2.18 (m, 1H, 
H2·); 1.16 (m, 6H, -CH3 
iBu); 1.04 (s, 9H, -CH3 
tBu) 
ESI-MS(-):  berechnet:  576.7 m/z [M-H]
- 
  gefunden:  575.5 m/z [M-H]
- 
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Allgemeine Synthesevorschrift f￿r die modifizierten 
Phosphoramidite 
 
 
B
PG
O DMTrO
O
P
N (CH2)n-Aryl
 
 
1  ￿q.  getrocknetes  5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-  und  Basen-  gesch￿tztes  Nucleosid  91, 
94, 95 oder 98 wurde in einem ausgeheizten Kolben unter Argonatmosph￿re in abs. 
Dichlormethan  gel￿st  und  mit  4  ￿q.  N,N-Diisopropylethylamin  (DIPEA)  versetzt.  Zu 
dieser  L￿sung  wurden  1,2￿4  ￿q.  modifizierter  Phosphorylierer  gegeben  und  bei 
Raumtemperatur  0,5  bis  4h  ger￿hrt.  Die  Reaktionsl￿sung  wurde  mit  der  doppelten 
Menge an CH2Cl2 verd￿nnt, auf 0￿C abgek￿hlt und durch Zugabe von 5-10 ml 5%iger 
NaHCO3-L￿sung gequencht. Die org. Phase wurde abgetrennt und die w￿ssrige Phase 
mit Essigester reextrahiert. Die vereinigten org. Phasen wurden ￿ber MgSO4 getrocknet, 
filtriert und die L￿sungsmittel abdestilliert, wobei die Wasserbadtemperatur 45￿C nicht 
￿berschreiten sollte. Der R￿ckstand wurde an Kieselgel chromatographiert (Laufmittel: 
Essigester/n-Hexan/TEA). Die Chromatographie sollte nach sp￿testens 1h beendet sein 
(Rf-Wert sollte zwischen 0,3 und 0,7 liegen)! Die zwei Diastereoisomeren wurden jeweils 
im Verh￿ltnis 1:1 als Schaum erhalten. 
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3·-O-[(Benzyl)(diisopropylamin)phosphan]-2·-desoxy-5·-O-(4,4·-
dimethoxytrityl)-N
4-isobutyrylcytidin 100 
 
Literatur:  Lehmann, 2001; Samstag, 1994; Samstag, 1992 
N
N
O N
O DMTrO
O
H
P
N
O
 
C47H57N4O7P [820,95] 
 
Versuchsdurchf￿hrung: siehe allg. Arbeitsvorschrift auf Seite 238 mit: 
500 mg 5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-N
4-isobutyryl-2·-desoxycytidin 91 (0,83 mmol), 0,5 ml 
DIPEA (2,89 mmol), 10 ml abs. CH2Cl2, 0,5 g Benzyl(diisopropylamin)chlorphosphan 5 
(1,94 mmol); Reaktionszeit: 1h; FC: Essigester/n-Hexan/TEA 70:29:1. 
 
Ausbeute:  399 mg (58%) 
 
DC:  Rf = 0,38 und 0,50 (Essigester/n-Hexan/TEA 70:29:1) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
9.40 (b, 2H, N-H); 8.19, 8.06 (2d, 2H, 
3J=7.6 Hz, H-6); 7.35-7.07 (m, 30H, 
arom. H, H-5); 6.82 (m, 8H, arom. H); 6.21 (m, 2H, H1·); 4.48, 4.39 (2m, 
2H, H3·); 4.19, 4.11 (2m, 2H, H4·); 3.80 (m, 12H, O-CH3); 3.60-3.24 (m, 
12H, H5·, C6H5-CH2-, C-H 
iPr); 2.69 (m, 2H, C-H 
iBu); 2.50 (m, 2H, H2·); 
2.21 (m, 1H, H2·); 1.87 (m, 1H, H2·); 1.34-1.04 (m, 36H, -CH3 
iBu) 12  Experimenteller Teil  240
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  117.52, 116.05 
ESI-MS(+):  berechnet:  821.9 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  821.8 m/z [M+H]
+ 
 
 
3·-O-[(Benzyl)(diisopropylamin)phosphan]-2·-desoxy-5·-O-(4,4·-
dimethoxytrityl)-N
6-benzoyladenosin 101 
 
Literatur:  Lehmann, 2001; Samstag, 1994; Samstag, 1992 
O DMTrO
O
P
N
N
N
N
N
N
H Bz
 
C51H55N6O6P [878,99] 
 
Versuchsdurchf￿hrung: siehe allg. Arbeitsvorschrift auf Seite 238 mit: 
500  mg  5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-N
6-benzoyl-2·-desoxyadenosin  94  (0,76  mmol),  0,5 
ml DIPEA (2,89 mmol), 15 ml abs. CH2Cl2, 0,6 g Benzyl(diisopropylamin)chlorphosphan 
5 (2,44 mmol); Reaktionszeit: 2h; FC: Essigester/n-Hexan/TEA 50:49:1. 
Ausbeute:  527 mg (79%) 
 
DC:  Rf = 0,66 und 0,74 (Essigester/n-Hexan/TEA 70:29:1) 
 
 12  Experimenteller Teil  241
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
8.99 (2s, 2H, N-H); 8.76 (2s, 2H, H-8); 8.06 (m, 2H, H-2); 7.56-7.20 (m, 
38H, arom. H); 6.80 (m, 8H, arom. H); 6.50, 6.09 (2t, 2H, 
3J=6.4 Hz, H1·); 
4.60, 4.52 (2m, 2H, H3·); 4.28, 3.93 (2m, 2H, H4·); 3.80 (2s, 12H, O-CH3); 
3.64 (m, 4H, H5·); 3.40-3.13 (m, 8H, C6H5-CH2-, C-H 
iPr); 2.62 (m, 2H, 
H2·); 1.97 (m, 2H, H2·); 1.25-1.01 (m, 24H, -CH3 
iBu) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  127.14, 126.34 
ESI-MS(+):  berechnet:  880.0 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  879.6 m/z [M+H]
+ 
 
 
3·-O-[(Benzyl)(diisopropylamin)phosphan]-5·-O-(4,4·-
dimethoxytrityl)-thymidin 102 
 
Literatur:  Lehmann, 2001; Samstag, 1994; Samstag, 1992 
O DMTrO
O
P
N
NH
O N
O
 
C44H52N3O7P [765,35] 
 
Versuchsdurchf￿hrung: siehe allg. Arbeitsvorschrift auf Seite 238 mit: 12  Experimenteller Teil  242
500 mg 5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-thymidin 95 (0,92 mmol), 0,5 ml DIPEA (2,89 mmol), 
15  ml  abs.  CH2Cl2,  0,6  g  Benzyl(diisopropylamin)chlorphosphan  5  (3,13  mmol); 
Reaktionszeit: 2h; FC: Essigester/n-Hexan/TEA 50:49:1. 
 
Ausbeute:  412 mg (59%) 
 
DC:  Rf = 0,43 und 0,49 (Essigester/n-Hexan/TEA 50:49:1) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
9.23 (b, 2H, N-H); 7.64, 7.55 (2s, 2H, H-6); 7.37-7.16 (m, 28H, arom. H); 
6.80 (m, 8H, arom. H); 6.38, 6.30 (2m, 2H, H1·); 4.44 (m, 2H, H3·); 4.08 
(m, 2H, H4·); 3.79 (m, 12H, O-CH3); 3.55-3.14 (m, 12H, H5·, C6H5-CH2-, C-
H 
iPr); 2.36-2.12 (m, 4H, H2·); 2.07 (s, 6H, -CH3(T)); 1.38-1.07 (m, 24H, -
CH3 
iBu) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  129.14, 126.54 
ESI-MS(+):  berechnet:  766.3 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  766.7 m/z [M+H]
+ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 12  Experimenteller Teil  243
3·-O-[Benzyl)(diisopropylamin)phosphan]-2·-desoxy-5·-O-(4,4·-
dimethoxytrityl)-N
2-isobutyrylguanosin 103 
 
Literatur:  Lehmann, 2001; Samstag, 1994; Samstag, 1992 
O DMTrO
O
P
N
N
N
N
NH
N
O
H
O
 
C48H59N6O7P [862,99] 
 
Versuchsdurchf￿hrung: siehe allg. Arbeitsvorschrift auf Seite 238 mit: 
500 mg 5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-N
4-isobutyryl-2·-desoxyguanosin 98 (0,78 mmol), 0,5 
ml DIPEA (2,89 mmol), 10 ml abs. CH2Cl2, 0,65 g Benzyl(diisopropylamin)chlorphosphan 
5 (2,52 mmol); Reaktionszeit: 2,5h; FC: Essigester/n-Hexan/TEA 70:29:1. 
 
Ausbeute:  278 mg (41%) 
 
DC:  Rf = 0,70 und 0,73 (Essigester/TEA 99:1) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
11.47 (b, 2H, N-H); 9.21 (b, 2H, N-H); 7.74 (m, 2H, H-8); 7.39-7.18 (m, 
28H, arom. H); 6.76 (m, 8H, arom. H); 6.07 (m, 2H, H1·); 4.51 (m, 2H, 
H3·); 4.13, 3.99 (2m, 2H, H4·); 3.76 (m, 12H, O-CH3); 3.62-3.19 (m, 12H, 
H5·, C6H5-CH2-, C-H 
iPr); 2.79-2.54 (m, 4H, H2·, C-H 
iBu); 2.33 (m, 2H, 
H2·); 1.28-0.99 (m, 36H, -CH3 
iBu) 12  Experimenteller Teil  244
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  126.18, 115.23 
ESI-MS(+):  berechnet:  864.0 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  861.7 m/z [M+H]
+ 
 
 
3·-O-[(2-Phenylethyl)(diisopropylamin)phosphan]-2·-desoxy-5·-
O-(4,4·-dimethoxytrityl)-N
4-isobutyrylcytidin 104 
 
 
O DMTrO
O
P
N
N
N
O N
H
O
 
C48H59N4O7P [834,98] 
 
Versuchsdurchf￿hrung: siehe allg. Arbeitsvorschrift auf Seite 238 mit: 
700 mg 5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-N
4-isobutyryl-2·-desoxycytidin 91 (1,16 mmol), 0,9 ml 
DIPEA  (5,0  mmol),  10  ml  abs.  CH2Cl2,  0,38  g  2-Phenylethyl(diisopropylamin)chlor-
phosphan 75 (1,4 mmol); Reaktionszeit: 1h; FC: Essigester/n-Hexan/TEA 70:29:1. 
 
Ausbeute:  714 mg (73%) 
 
DC:  Rf = 0,23 und 0,33 (Essigester/n-Hexan/TEA 70:29:1) 12  Experimenteller Teil  245
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
9.34 (b, 2H, N-H); 8.16, 8.04 (2d, 2H, 
3J=7.3 Hz, H-6); 7.33-7.12 (m, 28H, 
arom. H); 7.05 (2d, 2H, 
3J=7.1 Hz, H-5); 6.74 (m, 8H, arom. H); 6.19, 6.14 
(2t, 2H, 
3J=6.3 Hz, H1·); 4.45, 4.39 (2m, 2H, H3·); 4.11, 4.06 (2m, 2H, 
H4·); 3.70 (2s, 12H, O-CH3); 3.45 (m, 4H, H5·); 3.36 (m, 4H, C-H 
iPr); 2.63 
(m, 2H, C-H 
iBu); 2.58 (m, 4H, C6H5-CH2-); 2.48 (m, 2H, H2·); 2.13 (m, 
2H, H2·); 1.83 (m, 4H, -CH2-P); 1.22-0.99 (m, 36H, -CH3 
iBu) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  128.35, 127.47 
ESI-MS(+):  berechnet:  836.0 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  835.7 m/z [M+H]
+ 
 
 
3·-O-[(2-Phenylethyl)(diisopropylamin)phosphan]-2·-desoxy-5·-
O-(4,4·-dimethoxytrityl)-N
6-benzoyladenosin 105 
 
 
O DMTrO
O
P
N
N
N
N
N
N
H Bz
 
C52H57N6O6P [893,02] 
 
Versuchsdurchf￿hrung: siehe allg. Arbeitsvorschrift auf Seite 238 mit: 12  Experimenteller Teil  246
500 mg 5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-N
6-benzoyl-2·-desoxyadenosin 94 (0,76 mmol), 0,39 
g DIPEA (3,04 mmol), 10 ml abs. CH2Cl2, 0,41 g 2-Phenylethyl(diisopropylamin)chlor-
phosphan 75 (1,52 mmol); Reaktionszeit: 2,5h; FC: Essigester/n-Hexan/TEA 70:29:1. 
 
Ausbeute:  410 mg (61%) 
 
DC:  Rf = 0,35 und 0,29 (Essigester/n-Hexan/TEA 70:29:1) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
8.83 (b, 2H, N-H); 8.66 (2s, 2H, H-8); 8.09 (2s, 2H, H-2); 7.52-7.09 (m, 
38H, arom. H); 6.70 (m, 8H, arom. H); 6.38 (m, 2H, H1·); 4.57 (m, 2H, 
H3·); 4.20 (m, 2H, H4·); 3.69 (2s, 12H, O-CH3); 3.46 (m, 4H, H5·); 3.28 (m, 
4H, C-H 
iPr); 2.80 (m, 4H, C6H5-CH2-); 2.55 (m, 2H, H2·); 1.94 (m, 2H, 
H2·); 1.72 (m, 4H, -CH2-P); 1.15-1.01 (m, 24H, -CH3 
iBu) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  127.63, 126.29 
ESI-MS(+):  berechnet:  894.0 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  893.6 m/z [M+H]
+ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 12  Experimenteller Teil  247
3·-O-[(2-Phenylethyl)(diisopropylamin)phosphan]-5·-O-(4,4·-
dimethoxytrityl)-thymidin 106 
 
 
O DMTrO
O
P
N
NH
O N
O
 
C45H54N3O7P [779,37] 
 
Versuchsdurchf￿hrung: siehe allg. Arbeitsvorschrift auf Seite 238 mit: 
400 mg 5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-thymidin 95 (0,73 mmol), 0,5 ml DIPEA (2,89 mmol), 
10 ml abs. CH2Cl2, 0,6 g 2-Phenylethyl(diisopropylamin)chlorphosphan 75 (4.68 mmol); 
Reaktionszeit: 1,5h; FC: Essigester/n-Hexan/TEA 50:49:1. 
 
Ausbeute:  483 mg (84%) 
 
DC:  Rf = 0,33 und 0,38 (Essigester/n-Hexan/TEA 50:49:1) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
8.16 (b, 2H, N-H); 7.68, 7.62 (2s, 2H, H-6); 7.41-7.15 (m, 28H, arom. H); 
6.84 (m, 8H, arom. H); 6.39 (m, 2H, H1·); 4.57 (m, 2H, H3·); 4.12 (m, 2H, 
H4·); 3.80 (2s, 12H, O-CH3); 3.52-3.29 (m, 8H, H5·, C6H5-CH2-); 2.89 (m, 
4H, C-H 
iPr); 2.62 (m, 2H, H2·); 2.32 (m, 2H, H2·); 1.79 (m, 4H, -CH2-P); 
1.57 (s, 6H, -CH3(T)); 1.28-1.01 (m, 24H, -CH3 
iBu) 12  Experimenteller Teil  248
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  127.79, 127.51 
ESI-MS(+):  berechnet:  780.4 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  780.5 m/z [M+H]
+ 
 
 
3·-O-[(2-Phenylethyl)(diisopropylamin)phosphan]-2·-desoxy-5·-
O-(4,4·-dimethoxytrityl)-N
2-isobutyrylguanosin 107 
 
 
O DMTrO
O
P
N
N
N
N
NH
N
O
H
O
 
C49H61N6O7P [876,43] 
 
Versuchsdurchf￿hrung: siehe allg. Arbeitsvorschrift auf Seite 238 mit: 
500  mg  5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-N
4-isobutyryl-2·-desoxyguanosin  98  (0,78  mmol), 
0,52 ml DIPEA (3,0 mmol), 10 ml abs. CH2Cl2, 0,8 g 2-Phenylethyl(diisopropylamin)chlor-
phosphan 75 (2,97 mmol); Reaktionszeit: 2h; FC: Essigester/n-Hexan/TEA 70:29:1. 
 
Ausbeute:  533 mg (78%) 
 
DC:  Rf = 0,20 und 0,28 (Essigester/n-Hexan/TEA 70:29:1) 
 
 12  Experimenteller Teil  249
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
11.31 (b, 2H, N-H); 9.28 (b, 2H, N-H); 7.78 (m, 2H, H-8); 7.50-7.17 (m, 
28H, arom. H); 6.78 (m, 8H, arom. H); 6.12 (m, 2H, H1·); 4.67 (m, 2H, 
H3·); 4.23, 4.15 (2m, 2H, H4·); 3.75 (2s, 12H, O-CH3); 3.52 (m, 4H, H5·); 
3.40 (m, 4H, C6H5-CH2-); 3.19 (m, 4H, C-H 
iPr); 2.90 (m, 2H, C-H 
iBu); 
2.71, 2.64 (2m, 2H, H2·); 2.22 (m, 2H, H2·); 1.90 (m, 4H, -CH2-P); 1.26-
0.95 (m, 36H, -CH3 
iBu) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  126.73, 126.19 
ESI-MS(+):  berechnet:  877.4 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  875.6 m/z [M+H]
+ 
 
 
3·-O-[(3-Phenylpropyl)(diisopropylamin)phosphan]-2·-desoxy-
5·-O-(4,4·-dimethoxytrityl)-N
4-isobutyrylcytidin 108 
 
 
O DMTrO
O
P
N
N
N
O N
H
O
 
C49H61N4O7P [848,43] 
 
Versuchsdurchf￿hrung: siehe allg. Arbeitsvorschrift auf Seite 238 mit: 12  Experimenteller Teil  250
1,0  g  5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-N
4-isobutyryl-2·-desoxycytidin  91  (1,67  mmol),  1,0  ml 
DIPEA  (5,6  mmol),  15  ml  abs.  CH2Cl2,  0,6  g  3-Phenylpropyl(diisopropylamin)chlor-
phosphan 76 (2,1 mmol); Reaktionszeit: 1h; FC: Essigester/n-Hexan/TEA 70:29:1. 
 
Ausbeute:  1,23 g (87%) 
 
DC:  Rf = 0,25 und 0,34 (Essigester/n-Hexan/TEA 70:29:1) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
9.26 (s, 2H, N-H); 8.15, 8.06 (2d, 2H, 
3J=7.2 Hz, H-6); 7.35-7.09 (m, 28H, 
arom. H) 7.01 (2d, 2H, 
3J=7.3 Hz, H-5); 6.76 (m, 8H, arom. H); 6.14 (m, 
2H, H1·); 4.47, 4.40 (2m, 2H, H3·); 4.08 (m, 2H, H4·); 3.72 (2s, 12H, O-
CH3); 3.39-3.28 (m, 8H, H5·, C6H5-CH2); 3.20 (m, 4H, C-H 
iPr); 2.63 (m, 
2H, C-H 
iBu); 2.52 (m, 2H, H2·); 2.09 (m, 2H, H2·); 1.91-1.72 (m, 8H, -
CH2-CH2-P); 1.19-1.02 (m, 36H, -CH3 
iBu) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  128.37, 127.47 
ESI-MS(+):  berechnet:  849.4 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  849.7 m/z [M+H]
+ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 12  Experimenteller Teil  251
3·-O-[(3-Phenylpropyl)(diisopropylamin)phosphan]-2·-desoxy-
5·-O-(4,4·-dimethoxytrityl)-N
6-benzoyladenosin 109 
 
 
O DMTrO
O
P
N
N
N
N
N
N
H Bz
 
C53H59N6O6P [907,05] 
 
Versuchsdurchf￿hrung: siehe allg. Arbeitsvorschrift auf Seite 238 mit: 
1,2 g 5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-N
6-benzoyl-2·-desoxyadenosin 94 (1,82 mmol), 0,71 ml 
DIPEA  (7,3  mmol),  12  ml  abs.  CH2Cl2,  1,04  g  3-Phenylpropyl(diisopropylamin)chlor-
phosphan 76 (3,64 mmol); Reaktionszeit: 1,5h; FC: Essigester/n-Hexan/TEA 50:49:1. 
 
Ausbeute:  1,21 g (73%) 
 
DC:  Rf = 0,40 und 0,30 (Essigester/n-Hexan/TEA 50:49:1) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
9.00 (b, 2H, N-H); 8.77 (2s, 2H, H-8); 8.19 (2s, 2H, H-2); 7.60-7.17 (m, 
38H, arom. H); 6.68 (m, 8H, arom. H); 6.49 (m, 2H, H1·); 4.65 (m, 2H, 
H3·); 4.29 (m, 2H, H4·); 3.68 (2s, 12H, O-CH3); 3.52 (m, 4H, H5·); 3.40-
3.28 (m, 8H, C-H 
iPr, C6H5-CH2-); 2.88 (m, 2H, H2·); 2.53 (m, 2H, H2·); 
1.78-1.55 (m, 8H, CH2-CH2-P); 1.15-1.01 (m, 24H, -CH3 
iBu) 12  Experimenteller Teil  252
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  116.58, 115.43 
ESI-MS(+):  berechnet:  908.0 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  907.7 m/z [M+H]
+ 
 
 
3·-O-[(3-Phenylpropyl)(diisopropylamin)phosphan]-5·-O-(4,4·-
dimethoxytrityl)-thymidin 110 
 
 
O DMTrO
O
P
N
NH
O N
O
 
C46H56N3O7P [793,93] 
 
Versuchsdurchf￿hrung: siehe allg. Arbeitsvorschrift auf Seite 238 mit: 
2,0 g 5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-thymidin 95 (3,67 mmol), 1,43 ml DIPEA (14,68 mmol), 
20  ml  abs.  CH2Cl2,  1,57  g  3-Phenylpropyl(diisopropylamin)chlorphosphan  76  (5,51 
mmol); Reaktionszeit: 2h; FC: Essigester/n-Hexan/TEA 50:49:1. 
 
Ausbeute:  2,13 g (73%) 
 
DC:  Rf = 0,24 und 0,28 (Essigester/n-Hexan/TEA 50:49:1) 
 12  Experimenteller Teil  253
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
8.09 (b, 2H, N-H); 7.65 (2s, 2H, H-6); 7.42-7.13 (m, 28H, arom. H); 6.82 (d, 
8H, arom. H); 6.39 (m, 2H, H1·); 4.55 (m, 2H, H3·); 4.09 (m, 2H, H4·); 3.79 
(2s, 12H, O-CH3); 3.50-3.27 (m, 8H, H5·, C6H5-CH2-); 2.91 (m, 4H, C-H 
iPr); 2.60 (m, 2H, H2·); 2.31 (m, 2H, H2·); 1.79-1.70 (m, 8H, CH2-CH2-P); 
1.69 (s, 6H, -CH3(T)); 1.26-1.00 (m, 24H, -CH3 
iBu) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  127.25, 127.06 
ESI-MS(+):  berechnet:  794.9 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  794.6 m/z [M+H]
+ 
 
 
3·-O-[(3-Phenylpropyl)(diisopropylamin)phosphan]-2·-desoxy-
5·-O-(4,4·-dimethoxytrityl)-N
2-isobutyrylguanosin 111 
 
 
O DMTrO
O
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C50H63N6O7P [890,46] 
 
Versuchsdurchf￿hrung: siehe allg. Arbeitsvorschrift auf Seite 238 mit: 
500  mg  5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-N
4-isobutyryl-2·-desoxyguanosin  98  (0,78  mmol), 
0,60 ml DIPEA (3,5 mmol), 10 ml abs. CH2Cl2, 0,5 g 3-Phenylpropyl(diisopropylamin) 
chlorphosphan 76 (1,8 mmol); Reaktionszeit: 2h; FC: Essigester/n-Hexan/TEA 70:29:1. 12  Experimenteller Teil  254
Ausbeute:  410 mg (68%) 
 
DC:  Rf = 0,14 und 0,17 (Essigester/n-Hexan/TEA 70:29:1) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
11.81 (b, 2H, N-H); 9.18 (b, 2H, N-H), 7.68 (m, 2H, H-8); 7.42-7.09 (m, 
28H, arom. H); 6.70 (m, 8H, arom. H); 6.06 (m, 2H, H1·); 4.55 (m, 2H, 
H3·); 4.15, 4.07 (2m, 2H, H4·); 3.68 (2s, 12H, O-CH3); 3.50 (m, 4H, H5·); 
3.38-3.27 (m, 8H, C6H5-CH2-, C-H 
iPr); 3.02 (m, 2H, C-H 
iBu); 2.68-2.54 
(2m, 2H, H2·); 2.25 (m, 2H, H2·); 1.65 (m, 8H, -CH2-CH2-P); 1.24-0.95 
(m, 36H, -CH3 
iBu) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  126.41, 125.74 
ESI-MS(+):  berechnet:  891.5 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  890.7 m/z [M+H]
+ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 12  Experimenteller Teil  255
3·-O-[(4-Phenylbutyl)(diisopropylamin)phosphan]-2·-desoxy-5·-
O-(4,4·-dimethoxytrityl)-N
4-isobutyrylcytidin 112 
 
 
O DMTrO
O
P
N
N
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H
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C50H63N4O7P [863,03] 
 
Versuchsdurchf￿hrung: siehe allg. Arbeitsvorschrift auf Seite 238 mit: 
500  mg 5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-N
4-isobutyryl-2·-desoxycytidin  91  (0,83  mmol),  0,57 
ml DIPEA (3,16 mmol), 10 ml abs. CH2Cl2, 0,42 g 4-Phenylbutyl(diisopropylamin)chlor-
phosphan 77 (1,4 mmol); Reaktionszeit: 1h; FC: Essigester/n-Hexan/TEA 70:29:1. 
 
Ausbeute:  0,64 g (89%) 
 
DC:  Rf = 0,26 und 0,36 (Essigester/n-Hexan/TEA 70:29:1) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
9.37 (s, 2H, N-H); 8.22, 8.11 (2d, 2H, 
3J=7.5 Hz, H-6); 7.41-7.10 (m, 28H, 
arom. H); 7.04 (m, 2H, H-5); 6.83 (m, 8H, arom. H); 6.29, 6.21 (2t, 2H, 
3J=5.9 Hz, H1·); 4.52, 4.46 (2m, 2H, H3·); 4.19, 4.11 (2m, 2H, H4·); 3.78 
(2s, 12H, O-CH3); 3.49-3.37 (m, 8H, H5·, C-H 
iPr); 2.71-2.54 (m, 8H, C-H 12  Experimenteller Teil  256
iBu, C6H5-CH2-, H2·); 2.20-2.10 (m, 6H, H2·, CH2-P); 1.89-1.71 (m, 8H, -
CH2-CH2-CH2-P); 1.32-1.15 (m, 36H, -CH3 
iBu) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  129.10, 128.80 
ESI-MS(+):  berechnet:  864.0 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  863.8 m/z [M+H]
+ 
 
 
3·-O-[(4-Phenylbutyl)(diisopropylamin)phosphan]-2·-desoxy-5·-
O-(4,4·-dimethoxytrityl)-N
6-benzoyladenosin 113 
 
 
O DMTrO
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C54H61N6O6P [921,07] 
 
Versuchsdurchf￿hrung: siehe allg. Arbeitsvorschrift auf Seite 238 mit: 
500 mg 5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-N
6-benzoyl-2·-desoxyadenosin 94 (0,76 mmol), 0,53 
ml DIPEA (3,04 mmol), 10 ml abs. CH2Cl2, 0,7 g 4-Phenylbutyl(diisopropylamin)chlor-
phosphan 77 (2,33 mmol); Reaktionszeit: 45 min; FC: Essigester/n-Hexan/TEA 70:29:1. 
 
Ausbeute:  512 mg (73%) 
 12  Experimenteller Teil  257
DC:  Rf = 0,19 und 0,26 (Essigester/n-Hexan/TEA 70:29:1) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
8.97 (s, 2H, N-H); 8.78 (2s, 2H, H-8); 8.19 (2s, 2H, H-2); 7.51-7.15 (m, 
38H, arom. H); 6.79 (m, 8H, arom. H); 6.47 (m, 2H, H1·); 4.65 (m, 2H, 
H3·); 4.27 (m, 2H, H4·); 3.79 (2s, 12H, O-CH3); 3.49 (m, 4H, H5·); 3.41-
3.30 (m, 8H, C-H 
iPr, C6H5-CH2-); 2.85 (m, 1H, H2·); 2.70-2.55 (m, 3H, 
H2·,  H2·);  1.72  (m,  8H,  -CH2-CH2-CH2-P);  1.47  (m,  4H,  -CH2-CH2-P); 
1.21-1.05 (m, 24H, -CH3 
iBu) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  128.47, 127.37 
ESI-MS(+):  berechnet:  922.1 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  921.5 m/z [M+H]
+ 
 
 
3·-O-[(4-Phenylbutyl)(diisopropylamin)phosphan]-5·-O-(4,4·-
dimethoxytrityl)-thymidin 114 
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O
P
N
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C47H58N3O7P [807,95] 
 
Versuchsdurchf￿hrung: siehe allg. Arbeitsvorschrift auf Seite 238 mit: 12  Experimenteller Teil  258
500 mg 5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-thymidin 95 (0,92 mmol), 0,62 ml DIPEA (3,6 mmol), 
10 ml abs. CH2Cl2, 0,8 g 4-Phenylbutyl(diisopropylamin)chlorphosphan 77 (2,66 mmol); 
Reaktionszeit: 1h; FC: Essigester/n-Hexan/TEA 50:49:1. 
 
Ausbeute:  596 mg (80%) 
 
DC:  Rf = 0,30 und 0,66 (Essigester/n-Hexan/TEA 50:49:1) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
8.28 (b, 2H, N-H); 7.68, 7.63 (2s, 2H, H-6); 7.41-7.12 (m, 28H, arom. H); 
6.85 (m, 8H, arom. H); 6.40 (m, 2H, H1·); 4.55 (m, 2H, H3·); 4.10 (m, 2H, 
H4·); 3.79 (2s, 12H, O-CH3); 3.50-3.31 (m, 8H, H5·, C6H5-CH2-); 2.69-2.58 
(m, 4H, C-H 
iPr); 2.42 (m, 2H, H2·); 2.29 (m, 2H, H2·); 1.78-1.61 (m, 8H, 
-CH2-CH2-CH2-P); 1.57 (m, 4H, -CH2-CH2-P); 1.42 (s, 6H, -CH3(T)); 1.17-
0.98 (m, 24H, -CH3 
iBu) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  128.06, 127.71 
ESI-MS(+):  berechnet:  809.0 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  808.5 m/z [M+H]
+ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 12  Experimenteller Teil  259
3·-O-[(4-Phenylbutyl)(diisopropylamin)phosphan]-2·-desoxy-5·-
O-(4,4·-dimethoxytrityl)-N
2-isobutyrylguanosin 115 
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C51H65N6O7P [905,07] 
 
Versuchsdurchf￿hrung: siehe allg. Arbeitsvorschrift auf Seite 238 mit: 
500 mg 5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-N
4-isobutyryl-2·-desoxyguanosin 98 (0,78 mmol), 0,5 
ml DIPEA (2,88 mmol), 15 ml abs. CH2Cl2, 0,7 g 4-Phenylbutyl(diisopropylamin)chlor-
phosphan 77 (2,33 mmol); Reaktionszeit: 1,5h; FC: Essigester/n-Hexan/TEA 70:29:1. 
 
Ausbeute:  470 mg (67%) 
 
DC:  Rf = 0,20 und 0,29 (Essigester/n-Hexan/TEA 70:29:1) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
11.86 (b, 2H, N-H); 7.75 (2s, 2H, H-8); 7.50-7.11 (m, 28H, arom. H); 6.79 
(m, 8H, arom. H); 6.10 (m, 2H, H1·); 4.63 (m, 2H, H3·); 4.20, 4.14 (2m, 2H, 
H4·); 3.78 (2s, 12H, O-CH3); 3.54-3.36 (m, 8H, H5·, C6H5-CH2-); 3.20-2.99 
(m,  4H,  C-H 
iPr);  2.69-2.58  (m,  3H,  C-H 
iBu,  H2·);  2.46  (m,  2H,  H2·, 
H2·); 2.36 (m, 1H, H2·); 1.80-1.71 (m, 8H, -CH2-CH2-CH2-P); 1.56-1.40 
(m, 4H, -CH2-CH2-P); 1.27-0.93 (m, 36H, -CH3 
iBu) 12  Experimenteller Teil  260
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  127.19, 126.65 
ESI-MS(+):  berechnet:  906.1 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  906.2 m/z [M+H]
+ 
 
 
3·-O-[(2,4-Difluorbenzyl)(diisopropylamin)phosphan]-2·-desoxy-
5·-O-(4,4·-dimethoxytrityl)-N
4-isobutyrylcytidin 116 
 
 
N
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C47H55F2N4O7P [856,93] 
 
Versuchsdurchf￿hrung: siehe allg. Arbeitsvorschrift auf Seite 238 mit: 
800 mg 5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-N
4-isobutyryl-2·-desoxycytidin 91 (1,33 mmol), 0,8 ml 
DIPEA (4,62 mmol), 15 ml abs. CH2Cl2, 1,0 g 2,4-Difluorbenzyl(diisopropylamin)chlor-
phosphan 83 (3,4 mmol); Reaktionszeit: 1,5h; FC: Essigester/n-Hexan/TEA 70:29:1. 
 
Ausbeute:  0,62 g (54%) 
 
DC:  Rf = 0,26 und 0,35 (Essigester/n-Hexan/TEA 70:29:1) 12  Experimenteller Teil  261
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
9.31 (b, 2H, N-H); 8.11, 7.99 (2d, 2H, 
3J=7.5 Hz, H-6); 7.29-7.13 (m, 24H, 
arom. H); 7.02 (m, 2H, H-5); 6.75 (m, 8H, arom. H); 6.14 (m, 2H, H1·); 
4.48, 4.40 (2m, 2H, H3·); 4.13 (m, 2H, H4·); 3.71 (m, 12H, O-CH3); 3.53-
3.21 (m, 12H, H5·, C6H5-CH2-, C-H 
iPr); 2.73 (m, 2H, C-H 
iBu); 2.56 (m, 
2H, H2·); 2.21 (m, 1H, H2·); 2.04 (m, 1H, H2·); 1.27-1.02 (m, 36H, -CH3 
iBu) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  127.08, 126.11 
ESI-MS(+):  berechnet:  857.9 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  857.7 m/z [M+H]
+ 
 
 
3·-O-[(2,4-Difluorbenzyl)(diisopropylamin)phosphan]-2·-desoxy-
5·-O-(4,4·-dimethoxytrityl)-N
6-benzoyladenosin 117 
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C51H53F2N6O6P [914,97] 
 
Versuchsdurchf￿hrung: siehe allg. Arbeitsvorschrift auf Seite 238 mit: 12  Experimenteller Teil  262
400  mg  5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-N
6-benzoyl-2·-desoxyadenosin  94  (0,61  mmol),  0,4 
ml DIPEA (2,31 mmol), 10 ml abs. CH2Cl2, 0,5 g 2,4-Difluorbenzyl(diisopropylamin)chlor-
phosphan 83 (1,7 mmol); Reaktionszeit: 1h; FC: Essigester/n-Hexan/TEA 50:49:1. 
 
Ausbeute:  438 mg (79%) 
 
DC:  Rf = 0,18 und 0,28 (Essigester/n-Hexan/TEA 50:49:1) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
8.96 (2s, 2H, N-H); 8.79 (2s, 2H, H-8); 8.02 (m, 2H, H-2); 7.63-7.19 (m, 
34H, arom. H); 6.78 (m, 8H, arom. H); 6.48, 6.21 (2m, 2H, H1·); 4.56, 4.51 
(2m, 2H, H3·); 4.29, 3.95 (2m, 2H, H4·); 3.79 (2s, 12H, O-CH3); 3.63 (m, 
8H, H5·, C-H 
iPr); 3.34 (m, 4H, -CH2-P); 2.73 (m, 2H, H2·); 2.25 (m, 2H, 
H2·); 1.31-1.11 (m, 24H, -CH3 
iBu) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  126.08, 125.57 
ESI-MS(+):  berechnet:  916.0 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  915.8 m/z [M+H]
+ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 12  Experimenteller Teil  263
3·-O-[(2,4-Difluorbenzyl)(diisopropylamin)phosphan]-5·-O-
(4,4·-dimethoxytrityl)-thymidin 118 
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C44H50F2N3O7P [801,85] 
 
Versuchsdurchf￿hrung: siehe allg. Arbeitsvorschrift auf Seite 238 mit: 
300 mg 5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-thymidin 95 (0,55 mmol), 0,3 ml DIPEA (1,73 mmol), 
10  ml  abs.  CH2Cl2,  0,5  g  2,4-Difluorbenzyl(diisopropylamin)chlorphosphan  83  (1,7 
mmol); Reaktionszeit: 1h; FC: Essigester/n-Hexan/TEA 50:49:1. 
 
Ausbeute:  280 mg (63%) 
 
DC:  Rf = 0,40 und 0,48 (Essigester/n-Hexan/TEA 50:49:1) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
11.88 (b, 2H, N-H); 7.79, 7.71 (2s, 2H, H-6); 7.52-7.20 (m, 24H, arom. H); 
6.78 (m, 8H, arom. H); 6.18, 6.09 (2m, 2H, H1·); 4.59, 4.51 (2m, 2H, H3·); 
4.19, 3.95 (2m, 2H, H4·); 3.79 (m, 12H, O-CH3); 3.63-3.51 (m, 8H, H5·, C-
H 
iPr); 3.26 (m, 4H, -CH2-P); 2.65 (m, 2H, H2·); 2.02 (m, 2H, H2·); 1.71 
(m, 6H, -CH3(T)); 1.31-1.00 (m, 24H, -CH3 
iBu) 12  Experimenteller Teil  264
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  124.62, 123.79 
ESI-MS(+):  berechnet:  802.8 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  802.6 m/z [M+H]
+ 
 
 
3·-O-[(2,4-Difluorbenzyl)(diisopropylamin)phosphan]-2·-desoxy-
5·-O-(4,4·-dimethoxytrityl)-N
2-isobutyrylguanosin 119 
 
 
O DMTrO
O
P
N
F
F
N
N
N
NH
N
O
H
O
 
C48H57F2N6O7P [898,97] 
 
Versuchsdurchf￿hrung: siehe allg. Arbeitsvorschrift auf Seite 238 mit: 
500 mg 5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-N
4-isobutyryl-2·-desoxyguanosin 98 (0,78 mmol), 0,5 
ml DIPEA (2,89 mmol), 15 ml abs. CH2Cl2, 0,6 g 2,4-Difluorbenzyl(diisopropylamin)chlor-
phosphan 83 (2,0 mmol); Reaktionszeit: 3h; FC: Essigester/n-Hexan/TEA 70:29:1. 
 
Ausbeute:  265 mg (38%) 
 
DC:  Rf = 0,51 und 0,33 (Essigester/n-Hexan/TEA 70:29:1) 
 
 12  Experimenteller Teil  265
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
11.25 (b, 2H, N-H); 8.41 (b, 2H, N-H); 7.62, 7.59 (2s, 2H, H-8); 7.35-7.21 
(m, 24H, arom. H); 6.82 (m, 8H, arom. H); 6.42-6.21 (m, 2H, H1·); 4.57 (m, 
2H, H3·); 4.23, 4.17 (2m, 2H, H4·); 3.79 (m, 12H, O-CH3); 3.66-3.39 (m, 
8H, H5·, C-H 
iPr); 3.17 (m, 4H, -CH2-P); 2.77 (m, 4H, C-H 
iBu); 2.52 (m, 
2H, H2·); 2.30 (m, 1H, H2·); 2.13 (m, 1H, H2·); 1.38-1.03 (m, 36H, -CH3 
iBu) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  126.81, 125.15 
ESI-MS(+):  berechnet:  900.0 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  899.7 m/z [M+H]
+ 
 
 
3·-O-[(5-Phenylpentyl)(diisopropylamin)phosphan]-2·-desoxy-
5·-O-(4,4·-dimethoxytrityl)-N
4-isobutyrylcytidin 120 
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C51H65N4O7P [877,06] 
 
Versuchsdurchf￿hrung: siehe allg. Arbeitsvorschrift auf Seite 238 mit: 12  Experimenteller Teil  266
600 mg 5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-N
4-isobutyryl-2·-desoxycytidin 91 (1,0 mmol), 0,72 ml 
DIPEA  (4,0  mmol),  10  ml  abs.  CH2Cl2,  0,53  g  5-Phenylpentyl(diisopropylamin)chlor-
phosphan 78 (1,7 mmol); Reaktionszeit: 1h; FC: Essigester/n-Hexan/TEA 70:29:1. 
 
Ausbeute:  0,76 g (86%) 
 
DC:  Rf = 0,22 und 0,34 (Essigester/n-Hexan/TEA 70:29:1) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
9.21 (s, 2H, N-H); 8.18, 8.07 (2d, 2H, 
3J=7.5 Hz, H-6); 7.20-7.02 (m, 30H, 
arom. H, H-5); 6.76 (m, 8H, arom. H); 6.23, 6.14 (2t, 2H, 
3J=5.8 Hz, H1·); 
4.48, 4.36 (2m, 2H, H3·); 4.16, 4.04 (2m, 2H, H4·); 3.72 (2s, 12H, O-CH3); 
3.42-3.31 (m, 8H, H5·, C-H 
iPr); 3.25 (m, 4H, C6H5-CH2-); 2.65 (m, 4H, C-H 
iBu); 2.60-2.45 (m, 6H, H2·, CH2-P); 2.15 (m, 2H, H2·); 1.81-1.62 (m, 
12H, -CH2-CH2-CH2-CH2-P); 1.27-1.15 (m, 36H, -CH3 
iBu) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  128.80, 128.46 
ESI-MS(+):  berechnet:  878.0 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  878.8 m/z [M+H]
+ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 12  Experimenteller Teil  267
3·-O-[4-(4-Fluorphenylbutyl)(diisopropylamin)phosphan]-2·-
desoxy-5·-O-(4,4·-dimethoxytrityl)-N
4-isobutyrylcytidin 121 
 
 
N
N
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C50H62FN4O7P [881,02] 
 
Versuchsdurchf￿hrung: siehe allg. Arbeitsvorschrift auf Seite 238 mit: 
300  mg 5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-N
4-isobutyryl-2·-desoxycytidin  91  (0,50  mmol),  0,30 
ml  DIPEA  (1,66  mmol),  8  ml  abs.  CH2Cl2,  0,32  g  [4-(4-Fluorphenylbutyl] 
(diisopropylamin)chlorphosphan  88  (1,0  mmol);  Reaktionszeit:  1h;  FC:  Essigester/n-
Hexan/TEA 70:29:1. 
 
Ausbeute:  340 mg (77%) 
 
DC:  Rf = 0,56 und 0,37 (Essigester/n-Hexan/TEA 70:29:1) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
8.24, 8.13 (2d, 2H, 
3J=7.4 Hz, H-6); 7.40-7.09 (m, 26H, arom. H); 7.00 (m, 
2H, H-5); 6.81 (m, 8H, arom. H); 6.28, 6.24 (2m, 2H, H1·); 4.54, 4.45 (2m, 
2H, H3·); 4.19, 4.14 (2m, 2H, H4·); 3.80 (2s, 12H, O-CH3); 3.47-3.38 (m, 
8H, H5·, C-H 
iPr); 2.70-2.52 (m, 8H, C-H 
iBu, C6H5-CH2-, H2·); 2.18-2.11 12  Experimenteller Teil  268
(m, 6H, H2·, CH2-P); 1.88-1.70 (m, 8H, -CH2-CH2-CH2-P); 1.30-1.11 (m, 
36H, -CH3 
iBu) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  128.74, 128.51 
ESI-MS(+):  berechnet:  882.0 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  881.6 m/z [M+H]
+ 
 
 
3·-O-[(4-Fluorbenzyl)(diisopropylamin)phosphan]-2·-desoxy-5·-
O-(4,4·-dimethoxytrityl)-N
4-isobutyrylcytidin 122 
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C47H56FN4O7P [838,94] 
 
Versuchsdurchf￿hrung: siehe allg. Arbeitsvorschrift auf Seite 238 mit: 
500 mg 5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-N
4-isobutyryl-2·-desoxycytidin 91 (0,83 mmol), 0,5 ml 
DIPEA  (2,89  mmol),  10  ml  abs.  CH2Cl2,  0,8  g  4-Fluorbenzyl(diisopropylamin)chlor-
phosphan 82 (2,9 mmol); Reaktionszeit: 1h; FC: Essigester/n-Hexan/TEA 70:29:1. 
 
Ausbeute:  637 mg (91%) 12  Experimenteller Teil  269
DC:  Rf = 0,39 und 0,26 (Essigester/n-Hexan/TEA 70:29:1) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
8.26 (2s, 2H, N-H); 8.19, 8.07 (2d, 2H, 
3J=7.6 Hz, H-6); 7.36-7.03 (m, 28H, 
arom. H, H-5); 6.82 (m, 8H, arom. H); 6.22 (m, 2H, H1·); 4.47, 4.39 (2m, 
2H, H3·); 4.20 (m, 2H, H4·); 3.79 (m, 12H, O-CH3); 3.57-3.15 (m, 12H, H5·, 
C6H5-CH2-, C-H 
iPr); 2.72 (m, 2H, C-H 
iBu); 2.51 (m, 1H, H2·); 2.39 (m, 
1H, H2·); 2.20 (m, 1H, H2·); 2.01 (m, 1H, H2·); 1.29-1.01 (m, 36H, -CH3 
iBu) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  128.32, 127.08 
ESI-MS(+):  berechnet:  639.9 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  639.6 m/z [M+H]
+ 
 
 
3·-O-[(p-Methoxybenzyl)(diisopropylamin)phosphan]-2·-
desoxy-5·-O-(4,4·-dimethoxytrityl)-N
4-isobutyrylcytidin 123 
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C48H59N4O8P [850,98] 
 12  Experimenteller Teil  270
Versuchsdurchf￿hrung: siehe allg. Arbeitsvorschrift auf Seite 238 mit: 
500 mg 5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-N
4-isobutyryl-2·-desoxycytidin 91 (0,83 mmol), 0,5 ml 
DIPEA (2,89 mmol), 10 ml abs. CH2Cl2, 0,7 g [p-Methoxybenzyl](diisopropylamin)chlor-
phosphan 84 (2,43 mmol); Reaktionszeit: 2h; FC: Essigester/n-Hexan/TEA 50:49:1. 
 
Ausbeute:  276 mg (39%) 
 
DC:  Rf = 0,47 und 0,55 (Essigester/n-Hexan/TEA 50:49:1) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
8.98 (b, 2H, N-H); 8.18, 8.05 (2d, 2H, 
3J=7.6 Hz, H-6); 7.35-7.08 (m, 28H, 
arom. H, H-5); 6.82 (m, 8H, arom. H); 6.29, 6.22 (2m, 2H, H1·); 4.47, 4.39 
(2m, 2H, H3·); 4.18 (m, 2H, H4·); 3.82 (m, 12H, O-CH3 (DMTr)); 3.75 (m, 
6H, O-CH3); 3.64-3.10 (m, 12H, H5·, C6H5-CH2-, C-H 
iPr); 2.71 (m, 2H, C-H 
iBu); 2.63 (m, 2H, H2·); 2.26 (m, 1H, H2·); 1.99 (m, 1H, H2·); 1.30-1.07 
(m, 36H, -CH3 
iBu) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  117.21, 116.26 
ESI-MS(+):  berechnet:  852.0 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  851.7 m/z [M+H]
+ 
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3·-O-[(p-Methylbenzyl)(diisopropylamin)phosphan]-2·-desoxy-
5·-O-(4,4·-dimethoxytrityl)-N
4-isobutyrylcytidin 124 
 
 
N
N
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C48H59N4O7P [834,98] 
 
Versuchsdurchf￿hrung: siehe allg. Arbeitsvorschrift auf Seite 238 mit: 
500 mg 5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-N
4-isobutyryl-2·-desoxycytidin 91 (0,83 mmol), 0,5 ml 
DIPEA (2,89 mmol), 10 ml abs. CH2Cl2, 0,9  g (p-Methylbenzyl)(diisopropylamin)chlor-
phosphan 85 (3,31 mmol); Reaktionszeit: 1,5h; FC: Essigester/n-Hexan/TEA 70:29:1. 
 
Ausbeute:  468 mg (67%) 
 
DC:  Rf = 0,43 und 0,54 (Essigester/n-Hexan/TEA 70:29:1) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
8.19, 8.09 (2d, 2H, 
3J=7.4 Hz, H-6); 8.00 (b, 2H, N-H); 7.37-6.98 (m, 28H, 
arom. H, H-5); 6.83 (m, 8H, arom. H); 6.22 (m, 2H, H1·); 4.48, 4.39 (2m, 
2H, H3·); 4.20 (m, 2H, H4·); 3.81 (m, 12H, O-CH3); 3.69-3.12 (m, 12H, H5·, 
C6H5-CH2-, C-H 
iPr); 2.70 (m, 2H, C-H 
iBu); 2.52 (m, 2H, H2·); 2.30, 2.25 12  Experimenteller Teil  272
(2s, 12H, -CH3); 2.21 (m, 1H, H2·); 2.00 (m, 1H, H2·); 1.29-1.01 (m, 36H, 
-CH3 
iBu) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  129.36, 128.30 
ESI-MS(+):  berechnet:  836.0 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  835.8 m/z [M+H]
+ 
 
 
3·-O-[(p-t-Butylbenzyl)(diisopropylamin)phosphan]-2·-desoxy-
5·-O-(4,4·-dimethoxytrityl)-N
4-isobutyrylcytidin 125 
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C51H65N4O7P [877,06] 
 
Versuchsdurchf￿hrung: siehe allg. Arbeitsvorschrift auf Seite 238 mit: 
500 mg 5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-N
4-isobutyryl-2·-desoxycytidin 91 (0,83 mmol), 0,5 ml 
DIPEA  (2,90  mmol),  15  ml  abs.  CH2Cl2,  0,9 g  (p-t-Butylbenzyl)(diisopropylamin)chlor-
phosphan 86 (2,87 mmol); Reaktionszeit: 3h; FC: Essigester/n-Hexan/TEA 50:49:1. 
 
Ausbeute:  257 mg (35%) 12  Experimenteller Teil  273
DC:  Rf = 0,22 und 0,41 (Essigester/n-Hexan/TEA 50:49:1) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
8.21, 8.08 (2d, 2H, 
3J=7.5 Hz, H-6); 7.99 (b, 2H, N-H); 7.36-7.01 (m, 28H, 
arom. H, H-5); 6.80 (m, 8H, arom. H); 6.21 (m, 2H, H1·); 4.48, 4.39 (2m, 
2H, H3·); 4.19 (m, 2H, H4·); 3.80 (m, 12H, O-CH3); 3.59-3.08 (m, 12H, H5·, 
C6H5-CH2-, C-H 
iPr); 2.69 (m, 2H, C-H 
iBu); 2.53 (m, 2H, H2·); 2.20 (m, 
1H, H2·); 1.98 (m, 1H, H2·); 1.33-0.84 (m, 54H, -CH3 
iBu) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  128.72, 128.14 
ESI-MS(+):  berechnet:  878.1 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  877.8 m/z [M+H]
+ 
 
 
3·-O-[((Naphth-1-yl)methyl)(diisopropylamin)phosphan]-2·-
desoxy-5·-O-(4,4·-dimethoxytrityl)-N
4-isobutyrylcytidin 126 
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C51H60N4O7P [872,02] 
 
Versuchsdurchf￿hrung: siehe allg. Arbeitsvorschrift auf Seite 238 mit: 12  Experimenteller Teil  274
300 mg 5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-N
4-isobutyryl-2·-desoxycytidin 91 (0,5 mmol), 0,36 ml 
DIPEA (2,0 mmol), 7 ml abs. CH2Cl2, 0,31 g [(Naphth-1-yl)methyl](diisopropylamin)chlor-
phosphan 79 (1,0 mmol); Reaktionszeit: 1,5h; FC: Essigester/n-Hexan/TEA 70:29:1. 
 
Ausbeute:  251 mg (58%) 
 
DC:  Rf = 0,27 und 0,34 (Essigester/n-Hexan/TEA 70:29:1) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
8.89 (s, 2H, N-H); 8.13, 8.07 (2d, 2H, 
3J=7.1 Hz, H-6); 7.85 (m, 2H, arom. 
H); 7.65 (m, 2H, arom. H); 7.51 (m, 2H, arom. H); 7.34-7.12 (m, 24H, arom. 
H); 7.05 (m, 2H, H-5); 6.83 (m, 8H, arom. H); 6.26 (m, 2H, H1·); 4.53 (m, 
2H, H3·); 4.26 (m, 2H, H4·); 3.79 (2s, 12H, O-CH3); 3.62 (m, 4H, -CH2-P); 
3.51-3.32 (m, 8H, H5·, C-H 
iPr); 2.71 (m, 4H, C-H 
iBu); 2.54 (m, 2H, H2·); 
2.19 (m, 2H, H2·); 1.38-1.10 (m, 36H, -CH3 
iBu) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  126.74, 126.55 
ESI-MS(+):  berechnet:  873.0 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  872.6 m/z [M+H]
+ 
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3·-O-[(3-(Naphth-1-yl)propyl)(diisopropylamin)phosphan]-2·-
desoxy-5·-O-(4,4·-dimethoxytrityl)-N
4-isobutyrylcytidin 127 
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C53H64N4O7P [900,07] 
 
Versuchsdurchf￿hrung: siehe allg. Arbeitsvorschrift auf Seite 238 mit: 
400  mg 5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-N
4-isobutyryl-2·-desoxycytidin  91  (0,67  mmol),  0,43 
ml  DIPEA  (2,4  mmol),  10  ml  abs.  CH2Cl2,  0,67  g  [3-(Naphth-1-yl)propyl] 
(diisopropylamin)chlorphosphan  80  (2,0  mmol);  Reaktionszeit:  2h;  FC:  Essigester/n-
Hexan/TEA 50:49:1.  
 
Ausbeute:  187 mg (31%) 
 
DC:  Rf = 0,22 und 0,29 (Essigester/n-Hexan/TEA 50:49:1) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
9.24 (s, 2H, N-H); 8.12, 8.06 (2d, 2H, 
3J=7.4 Hz, H-6); 7.98 (m, 2H, arom. 
H); 7.85 (m, 2H, arom. H); 7.72 (m, 2H, arom. H); 7.45-7.21 (m, 24H, arom. 
H); 7.05 (m, 2H, H-5); 6.85 (m, 8H, arom. H); 6.22 (m, 2H, H1·); 4.38 (m, 
2H, H3·); 4.26 (m, 2H, H4·); 3.78 (2s, 12H, O-CH3); 3.41 (m, 4H, C-H 
iPr); 12  Experimenteller Teil  276
3.23 (m, 8H, H5·, C6H5-CH2-); 2.65 (m, 4H, C-H 
iBu); 2.48 (m, 2H, H2·); 
2.15-2.02 (m, 6H, H2·, -CH2-P); 1.75 (m, 4H, -CH2-CH2-P); 1.46-1.15 (m, 
36H, -CH3 
iBu) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  127.95, 127.65 
ESI-MS(+):  berechnet:  901.1 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  899.6 m/z [M+H]
+ 
 
 
3·-O-[(3-(Anthracen-9-yl)propyl)(diisopropylamin)phosphan]-2·-
desoxy-5·-O-(4,4·-dimethoxytrityl)-N
4-isobutyrylcytidin 128 
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C57H66N4O7P [950,13] 
 
Versuchsdurchf￿hrung: siehe allg. Arbeitsvorschrift auf Seite 238 mit: 
310  mg 5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-N
4-isobutyryl-2·-desoxycytidin  91  (0,52  mmol),  0,30 
ml  DIPEA  (1,7  mmol),  10  ml  abs.  CH2Cl2,  0,58  g  [3-(Anthracen-9-yl)propyl] 
(diisopropylamin)chlorphosphan  81  (1,5  mmol);  Reaktionszeit:  2h;  FC:  Essigester/n-
Hexan/TEA 50:49:1. 12  Experimenteller Teil  277
Ausbeute:  270 g (55%) 
 
DC:  Rf = 0,34 und 0,42 (Essigester/n-Hexan/TEA 50:49:1) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
9.10 (s, 2H, N-H); 8.31-8.10 (m, 8H, arom. H, H-6); 8.02 (m, 4H, arom. H); 
7.53-7.16 (m, 28H; arom. H, H-5); 6.86 (m, 8H, arom. H); 6.28 (m, 2H, 
H1·); 4.52 (m, 2H, H3·); 4.17 (m, 2H, H4·); 3.82 (2s, 12H, O-CH3); 3.57-
3.31 (m, 12H, H5·, C-H 
iPr, C6H5-CH2-); 2.70-2.58 (m, 6H, H2·, C-H 
iBu); 
2.21 (m, 2H, H2·); 1.89 (m, 4H, CH2-P); 1.68 (m, 4H, -CH2-CH2-P); 1.35-
1.07 (m, 36H, -CH3 
iBu) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  128.38, 127.92 
ESI-MS(+):  berechnet:  951.1 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  949.7 m/z [M+H]
+ 
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3·-O-[(2-Naphthoxy)(diisopropylamin)phosphan]-2·-desoxy-5·-
O-(4,4·-dimethoxytrityl)-N
4-isobutyrylcytidin 129 
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C50H57N4O8P [872,98] 
 
Versuchsdurchf￿hrung: siehe allg. Arbeitsvorschrift auf Seite 238 mit: 
500  mg 5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-N
4-isobutyryl-2·-desoxycytidin  91  (0,83  mmol),  0,55 
ml  DIPEA  (3,2  mmol),  5  ml  abs.  CH2Cl2,  0,7  g  (2-Naphthoxy)(diisopropylamin)chlor-
phosphan 89 (2,0 mmol); Reaktionszeit: 1h; FC: Essigester/n-Hexan/TEA 70:29:1. 
 
Ausbeute:  510 mg (70%) 
 
DC:  Rf = 0,21 und 0,17 (Essigester/n-Hexan/TEA 70:29:1) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
8.13, 8.11 (2d, 2H, 
3J=7.7 Hz, H-6); 8.03 (b, 2H, N-H); 7.69-7.52 (m, 6H, 
arom. H); 7.34-7.08 (m, 20H, arom. H, H-5); 6.69 (2d, 8H, arom. H); 6.21 
(m, 2H, H1·); 4.70, 4.62 (2m, 2H, H3·); 4.21, 4.19 (2m, 2H, H4·); 3.68, 3.60 
(2s, 12H, O-CH3); 3.65 (m, 4H, H5·); 3.37 (m, 8H, C-H 
iPr); 2.76 (m, 2H, C-12  Experimenteller Teil  279
H 
iBu); 2.46 (m, 2H, H2·); 2.28-2.17 (m, 2H, H2·); 1.18-1.04 (m, 36H, -
CH3 
iBu) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  147.51, 146.85 
ESI-MS(+):  berechnet:  874.0 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  873.3 m/z [M+H]
+ 
 
 
3·-O-[(Methyl)(diisopropylamin)phosphan]-2·-desoxy-5·-O-(4,4·-
dimethoxytrityl)-N
4-isobutyrylcytidin 130 
 
Literatur:  L￿schner, 1988 
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C41H53N4O7P [744,86] 
 
Versuchsdurchf￿hrung: siehe allg. Arbeitsvorschrift auf Seite 238 mit: 
500 mg 5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-N
4-isobutyryl-2·-desoxycytidin 91 (0,83 mmol), 0,5 ml 
DIPEA (2,89 mmol), 10 ml abs. CH2Cl2, 0,5 g Methyl(diisopropylamin)chlorphosphan 87 
(2,75 mmol); Reaktionszeit: 1h; FC: Essigester/n-Hexan/TEA 50:49:1. 
 
Ausbeute:  513 mg (82%) 12  Experimenteller Teil  280
DC:  Rf = 0,33 und 0,41 (Essigester/n-Hexan/TEA 50:49:1) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
8.27, 8.11 (2d, 2H, 
3J=7.4 Hz, H-6); 8.13 (b, 2H, N-H); 7.41-7.22 (m, 18H, 
arom. H); 7.09 (dd, 2H, H-5); 6.83 (m, 8H, arom. H); 6.29 (t, 1H, 
3J=6.3 Hz, 
H1·); 6.22 (t, 1H, 
3J=6.4 Hz, H1·); 4.53, 4.42 (2m, 2H, H3·); 4.19, 4.14 (2m, 
2H, H4·); 3.79 (m, 12H, O-CH3); 3.55-3.30 (m, 8H, H5·, C-H 
iPr); 2.74 (m, 
2H, C-H 
iBu); 2.55 (m, 4H, H2·); 2.20 (m, 2H, H2·); 1.70 (b, 6H, -CH3); 
1.29-1.01 (m, 36H, -CH3 
iBu) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  123.52, 122.41 
ESI-MS(+):  berechnet:  745.9 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  745.6 m/z [M+H]
+ 
 
 
Benzimidazoliumtriflat 134 
 
Literatur:  Hayakawa, 1996 
N
H
H
N
O3SCF3
 
C8H7F3N2O3S [268,21] 
 
5,0 ml (55 mmol) Trifluormethansulfons￿ure 133 wurden unter Argonatmosph￿re in 80 
ml abs. CH2Cl2 gel￿st und mit einer Suspension aus 6,5 g Benzimidazol (55 mmol) in 70 
ml  Dichlormethan  versetzt.  Man  lies  2h  bei  Raumtemperatur  r￿hren,  wobei  das 
Rohprodukt in Form von hell violetten Nadeln ausfiel. Der Niederschlag wurde abfiltriert 
und mit abs. Dichlormethan gewaschen. Das reine Triflat (wei￿e Nadeln) wurde durch 
Umkristallisation aus Essigester/Acetonitril 4:1 erhalten. 
 
Ausbeute:  13,1 g (88%) 
 
Smp.:  192 ￿C 12  Experimenteller Teil  281
1H-NMR:   [ppm] (250 MHz, (d6)-DMSO) 
14.24 (b, 2H, N-H); 9.82 (s, 1H, H8); 7.88 (m, 2H, arom. H); 7.57 (m, 2H, 
arom. H) 
 
 
135Rp und 135Sp [N
6-Benzoyl-5·-O-(4,4·-dimethoxytrityl)-2·-
desoxyadenosin-3-yl]-[3·-O-(tert-butyldiphenylsilyl)-thymidin-5-
yl] 3-phenylpropylphosphonat 
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C73H76N7O12PSi [1302,48] 
 
In  einem  ausgeheizten  und  mit  Argon  gefluteten  Kolben  wurden  1,20  g  3·-O-[(3-
Phenylpropyl)(diisopropylamin)phosphan]-2·-desoxy-5·-O-(4,4·-dimethoxytrityl)-N
6-
benzoyladenosin 109 (1,32 mmol), 0,64 g 3·-O-(tert-Butyldiphenylsilyl)-thymidin 96 (1,32 
mmol)  sowie  0,70  g  Benzimidazoliumtriflat  134  (2,64  mmol)  eingewogen  und  24h  im 
￿lpumpenvakuum getrocknet. Nach Bef￿llen mit Argon wurde die Reaktion durch L￿sen 
des  Substanzgemisches  in  40  ml  abs.  Acetonitril  gestartet.  Nach  45  min  R￿hren  bei 
Raumtemperatur wurde 1,72 g tetra-Butylammoniumperiodat (3,96 mmol) (gel￿st in 10 
ml abs. CH2Cl2) zugegeben. Die braun-rot gef￿rbte L￿sung wurde 10 min ger￿hrt, mit 50 
ml CH2Cl2 verd￿nnt und mit 5%iger Na2SO3-L￿sung, mit ges. Na2CO3-L￿sung sowie mit 
ges.  NaCl-L￿sung  gewaschen.  Die  jeweiligen  w￿ssrigen  Phasen  wurden  mit  CH2Cl2 
reextrahiert. Die vereinigten org. Phasen wurden ￿ber MgSO4 getrocknet, abfiltriert und 
evaporiert.  Das  als  wei￿er  Schaum  erhaltene  Rohprodukt  wurde  mittels 12  Experimenteller Teil  282
Chromatographie  an  Kieselgel  (Laufmittel:  CH2Cl2/MeOH  98:2)  vorgereinigt.  Die 
vollst￿ndige  Aufreinigung  sowie  die  Trennung  der  Diastereoisomeren  gelang  durch 
pr￿parative  Normalphasen-HPLC  mit  einem  Eluenten  aus  Essigester/Isopropylamin 
10:0,5 an einer Nucleoprep. 650 x 50 S￿ule. 
 
Sp-konfiguriertes Diastereoisomer 135Sp 
 langsamer eluierendes Isomer 
 
Ausbeute:  402 mg (23%) 
 
DC:  Rf = 0,29 (CH2Cl2/MeOH 95:5) 
1H-NMR:   [ppm] (600 MHz, (d6)-DMSO) 
11.35 (s, 1H, N-H(T)); 11.21 (s, 1H, N-H(A)); 8.59 (s, 1H, H-8(A)); 8.05 (s, 
1H, H-2(A)); 8.03 (s, 1H, H-6(T)); 7.76-7.54 (m, 7H, arom. H); 7.46-7.31 
(m, 10H, arom. H); 7.23-7.13 (m, 10H, arom. H); 7.08 (m, 2H, arom. H); 
6.77 (m, 4H, arom. H); 6.46 (t, 1H, 
3J=6.8 Hz, H1·(A)); 6.30 (dd, 1H, 
3J=6.9 
Hz,  H1·(T));  5.19  (m,  1H,  H3·(A));  4.32  (m,  1H,  H3·(T));  4.17  (q,  1H, 
H4·(A)); 4.03 (m, 1H, H4·(T)); 3.86 (m, 1H, H5·(T)); 3.71 (m, 1H, H5·(T)); 
3.68 (s, 6H, O-CH3); 3.27 (m, 1H, H5·(A)); 3.21 (m, 1H, H5·(A)); 3.17 (m, 
1H, H2·(A)); 2.58 (m, 1H, H2·(A)); 2.55 (m, 2H, C6H5-CH2); 2.11 (m, 1H, 
H2·(T)); 1.99 (s, 3H, -CH3 (T)); 1.96 (m, 1H, H2·(T)); 1.74 (m, 2H, -CH2-
P); 1.70 (m, 2H, -CH2-CH2-P); 1.02 (m, 9H, -CH3 
tBu) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, (d6)-DMSO) 
  34.21 
ESI-MS(-):  berechnet:  1301.5 m/z [M-H]
- 
  gefunden:  1303.2 m/z [M-H]
- 
 
Rp-konfiguriertes Diastereoisomer 135Rp 
 schneller eluierendes Isomer 
 
Ausbeute:  459 mg (27%) 
 
DC:  Rf = 0,30 (CH2Cl2/MeOH 95:5) 
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1H-NMR:   [ppm] (600 MHz, (d6)-DMSO) 
11.32 (s, 1H, N-H(T)); 11.21 (s, 1H, N-H(A)); 8.58 (s, 1H, H-8(A)); 8.07 (s, 
1H, H-2(A)); 8.04 (s, 1H, H-6(T)); 7.66-7.54 (m, 7H, arom. H); 7.41-7.32 
(m, 8H, arom. H); 7.25-7.17 (m, 12H, arom. H); 7.08 (m, 2H, arom. H); 6.89 
(m, 4H, arom. H); 6.43 (t, 1H, 
3J=6.9 Hz, H1·(A)); 6.26 (dd, 1H, 
3J=5.8 Hz, 
H1·(T)); 5.19 (m, 1H, H3·(A)); 4.34 (m, 1H, H3·(T)); 4.14 (q, 1H, H4·(A)); 
4.08 (q, 1H, H4·(T)); 3.92 (m, 1H, H5·(T)); 3.79 (m, 1H, H5·(T)); 3.70 (s, 
6H,  O-CH3);  3.24  (m,  2H,  H5·(A));  3.11  (m,  1H,  H2·(A));  2.53  (t,  2H, 
3J=7.5 Hz, C6H5-CH2); 2.46 (m, 1H, H2·(A)); 2.10 (m, 1H, H2·(T)); 2.02 
(m, 1H, H2·(T)); 1.99 (s, 3H, -CH3 (T)); 1.65 (m, 4H, -CH2-CH2-P); 1.01 (m, 
9H, -CH3 
tBu) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, (d6)-DMSO) 
  33.86 
ESI-MS(+):  berechnet:  1303.5 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  1303.1 m/z [M+H]
+ 
 
 
136Rp und 136Sp [5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-thymidin-3-yl]-[3·-
O-(tert-butyldiphenylsilyl)-thymidin-5-yl] 3-
phenylpropylphosphonat 
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C66H73N4O13PSi [1188,47] 
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In  einem  ausgeheizten  und  mit  Argon  gefluteten  Kolben  wurden  1,0  g  3·-O-[(3-
Phenylpropyl)(diisopropylamin)phosphan]-5·-O-(4,4·-dimethoxytrityl)-thymidin  110  (1,26 
mmol),  0,67  g  3·-O-(tert-Butyldiphenylsilyl)-tymidin  96  (1,39  mmol)  sowie  0,67  g 
Benzimidazoliumtriflat  134  (2,52  mmol)  eingewogen  und  24h  im  ￿lpumpenvakuum 
getrocknet.  Nach  Bef￿llen  mit  Argon  wurde  die  Reaktion  durch  L￿sen  des 
Substanzgemisches  in  20  ml  abs.  Acetonitril  gestartet.  Nach  45  min  R￿hren  bei 
Raumtemperatur wurde 1,30 g tetra-Butylammoniumperiodat (3,0 mmol) (gel￿st in 10 ml 
abs. CH2Cl2) zugegeben. Die braun-rot gef￿rbte L￿sung wurde 10 min ger￿hrt, mit 50 ml 
CH2Cl2  verd￿nnt  und  mit  5%iger  Na2SO3-L￿sung,  mit  ges. Na2CO3-L￿sung  sowie  mit 
ges.  NaCl-L￿sung  gewaschen.  Die  jeweiligen  w￿ssrigen  Phasen  wurden  mit  CH2Cl2 
reextrahiert. Die vereinigten org. Phasen wurden ￿ber MgSO4 getrocknet, abfiltriert und 
evaporiert.  Das  als  wei￿er  Schaum  erhaltene  Rohprodukt  wurde  mittels 
Chromatographie  an  Kieselgel  (Laufmittel:  CH2Cl2/MeOH  95:5)  vorgereinigt.  Die 
vollst￿ndige  Aufreinigung  sowie  die  Trennung  der  Diastereoisomeren  gelang  durch 
pr￿parative  Normalphasen-HPLC  mit  einem  Eluenten  aus  (Methylacetat/Dioxan 
10:1)/Hexan 1:1 an einer Nucleoprep. 650 x 50 S￿ule. 
 
Sp-konfigurietes Diastereoisomer 136Sp 
 langsamer eluierendes Isomer 
 
Ausbeute:  0,39 g (26%) 
 
DC:  Rf = 0,37 (CH2Cl2/MeOH 95:5) 
1H-NMR:   [ppm] (600 MHz, (d6)-DMSO) 
11.52 (s, 1H, N-H(T3·)); 11.45 (s, 1H, N-H(T5·)); 7.67-7.64 (m, 4H, arom. 
H); 7.56-7.22 (m, 10H, arom. H); 7.17 (s, 1H, H-6(T3·)); 7.16 (s, 1H, H-
6(T5·)); 6.94 (dd, 4H, arom. H); 6.35 (dd, 1H, 
3J=6.0 Hz, H1·(T3·)); 6.27 (t, 
1H, 
3J=6.8 Hz, H1·(T5·)); 5.10 (m, 1H, H3·(T5·)); 4.35 (m, 1H, H3·(T3·)); 
4.08 (m, 1H, H4·(T5·)); 4.06 (m, 1H, H4·(T3·)); 3.87 (m, 1H, H5·(T3·)); 
3.79 (s, 6H, O-CH3); 3.69 (m, 1H, H5·(T3·)); 3.28 (m, 2H, H5·(T5·)); 2.60 
(m, 2H, C6H5-CH2); 2.42 (m, 1H, H2·(T5·)); 2.17 (m, 1H, H2·(T5·)); 2.15 
(m, 1H, H2·(T3·)); 2.02 (m, 1H, H2·(T3·)); 1.76 (m, 2H, -CH2-P); 1.73 (m, 
2H, -CH2-CH2-P); 1.68 (s, 3H, -CH3 (T5·)); 1.46 (s, 3H, -CH3(T3·)); 1.10 (m, 
9H, -CH3 
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31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, (d6)-DMSO) 
  34.38 
ESI-MS(-):  berechnet:  1187.5 m/z [M-H]
- 
  gefunden:  1188.0 m/z [M-H]
- 
 
Rp-konfiguriertes Diastereoisomer 136Rp 
 schneller eluierendes Isomer 
 
Ausbeute:  0,21 g (21%) 
 
DC:  Rf = 0,37 (CH2Cl2/MeOH 95:5) 
1H-NMR:   [ppm] (600 MHz, (d6)-DMSO) 
11.39 (s, 1H, N-H(T3·)); 11.32 (s, 1H, N-H(T5·)); 7.59 (m, 4H, arom. H); 
7.46-7.21 (m, 10H, arom. H); 7.05 (s, 1H, H-6(T3·)); 7.04 (s, 1H, H-6(T5·)); 
6.87 (dd, 4H, arom. H); 6.25 (dd, 1H, 
3J=6.1 Hz, H1·(T3·)); 6.16 (t, 1H, 
3J=7.0 Hz, H1·(T5·)); 5.00 (m, 1H, H3·(T5·)); 4.32 (m, 1H, H3·(T3·)); 4.07 
(q, 1H, H4·(T3·)); 4.01 (q, 1H, H4·(T5·)); 3.87 (m, 1H, H5·(T3·)); 3.73 (m, 
1H, H5·(T3·)); 3.71 (s, 6H, O-CH3); 3.21 (m, 2H, H5·(T5·)); 2.49 (m, 2H, 
C6H5-CH2); 2.33 (m, 1H, H2·(T5·)); 2.21 (m, 1H, H2·(T5·)); 2.10 (m, 1H, 
H2·(T3·)); 1.99 (m, 1H, H2·(T3·)); 1.65 (s, 3H, -CH3 (T5·)); 1.60 (m, 2H, -
CH2-P); 1.58 (m, 2H, -CH2-CH2-P); 1.46 (s, 3H, -CH3(T3·)); 1.02 (m, 9H, -
CH3 
tBu) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, (d6)-DMSO) 
  33.87 
ESI-MS(+):  berechnet:  1189.5 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  1188.8 m/z [M+H]
+ 
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137Rp und 137Sp [5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-N
4-isobutyryl-2·-
desoxycytidin-3-yl]-[N
2-isobutyryl-3·-O-(tert-butyldiphenylsilyl)-
2·-desoxyguanosin-5-yl] 3-phenylpropylphosphonat 
 
 
CiBu
O DMTrO
O
GiBu
O
OTBDPS
P
O
O
 
C74H87N8O13PSi [1355,59] 
 
In  einem  ausgeheizten  und  mit  Argon  gefluteten  Kolben  wurden  3,94  g  3·-O-[3-
Phenylpropyl)(diisopropylamin)phosphan]-2·-desoxy-5·-O-(4,4·-dimethoxytrityl)-N
4-
isobutyrylcytidin  108  (4,64  mmol),  2,67  g  N
2-Isobutyryl-3·-O-(tert-butyldiphenylsilyl)-2·-
desoxyguanosin  99  (4,64  mmol)  sowie  2,40  g  Benzimidazoliumtriflat  134  (9,0  mmol) 
eingewogen und 24h im ￿lpumpenvakuum getrocknet. Nach Bef￿llen mit Argon wurde 
die Reaktion durch L￿sen des Substanzgemisches in 80 ml abs. Acetonitril gestartet. 
Nach 45 min R￿hren bei Raumtemperatur wurde 4,43 g tetra-Butylammoniumperiodat 
(10  mmol)  (gel￿st  in  20  ml  abs.  CH2Cl2)  zugegeben.  Die  braun-rot  gef￿rbte  L￿sung 
wurde 10 min ger￿hrt, mit 100 ml CH2Cl2 verd￿nnt und mit 5%iger Na2SO3-L￿sung, mit 
ges. Na2CO3-L￿sung sowie mit ges. NaCl-L￿sung gewaschen. Die jeweiligen w￿ssrigen 
Phasen  wurden  mit  CH2Cl2  reextrahiert.  Die  vereinigten  org.  Phasen  wurden  ￿ber 
MgSO4  getrocknet,  abfiltriert  und  evaporiert.  Das  als  wei￿er  Schaum  erhaltene 
Rohprodukt wurde mittels Chromatographie an Kieselgel (Laufmittel: CH2Cl2/MeOH 95:5) 
vorgereinigt. Die vollst￿ndige Aufreinigung sowie die Trennung der Diastereoisomeren 
gelang  durch  pr￿parative  Normalphasen-HPLC  mit  einem  Eluenten  aus 
Methylacetat/Dioxan 10:1 an einer Nucleoprep. 650 x 50 S￿ule. 
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Sp-konfiguriertes Diastereoisomer 137Sp 
 langsamer eluierendes Isomer  
 
Ausbeute:  2,98 g (48%) 
 
DC:  Rf = 0,43 (CH2Cl2/MeOH 95:5) 
1H-NMR:   [ppm] (600 MHz, (d6)-DMSO) 
12.04 (s, 1H, N-H); 11.51 (s, 1H, N-H); 10.89 (s, 1H, N-H); 8.10 (s, 1H, H-
8(G)); 8.07 (d, 1H, 
3J=7.5 Hz, H-6(C)); 7.61 (m, 4H, arom. H); 7.41-7.12 
(m, 13H, arom. H); 7.10 (d, 1H, 
3J=7.5 Hz, H-5(C)); 7.02 (m, 2H, arom. H); 
6.82 (m, 4H, arom. H); 6.35 (dd, 1H, 
3J=5.7 Hz, H1·(G)); 6.06 (t, 1H, 
3J=6.1 
Hz,  H1·(C));  4.89  (m,  1H,  H3·(C));  4.40  (m,  1H,  H3·(G));  4.09  (q,  1H, 
H4·(G)); 4.05 (q, 1H, H4·(C)); 3.88 (m, 1H, H5·(G)); 3.69 (m, 7H, H5·(G), 
O-CH3);  3.22  (m,  2H,  H5·(C));  2.75  (m,  2H,  C-H 
iBu);  2.67  (m,  2H, 
H2·(G)), 2.48 (m, 3H, C6H5-CH2, H2·(C)); 2.36 (m, 1H, H2·(G)); 2.30 (m, 
1H, H2·(C)); 1.68 (m, 2H, -CH2-P); 1.63 (m, 2H, -CH2-CH2-P); 1.09 (m, 
12H, -CH3 
iBu) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, (d6)-DMSO) 
  34.34 
ESI-MS(+):  berechnet:  1356.6 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  1356.3 m/z [M+H]
+ 
 
Rp-konfiguriertes Diastereoisomer 137Rp 
 schneller eluierendes Isomer 
 
Ausbeute:  2,11 g (34%) 
 
DC:  Rf = 0,43 (CH2Cl2/MeOH 95:5) 
1H-NMR:   (600 MHz, (d6)-DMSO) 
12.13 (s, 1H, N-H); 11.52 (s, 1H, N-H); 10.88 (s, 1H, N-H); 8.11 (s, 1H, H-
8(G)); 8.08 (d, 1H 
3J=7.4 Hz, H-6(C)); 7.60 (m, 4H, arom. H); 7.39-7.07 (m, 
13H, arom. H); 7.01 (d, 1H, 
3J=7.5 Hz, H-5(C)); 6.88 (m, 4H, Arom. H); 
6.32  (dd,  1H,  H1·(G));  6.08  (t,  1H, 
3J=6.4  Hz,  H1·(C));  4.90  (m,  1H, 
H3·(C)); 4.43 (m, 1H, H3·(G)); 4.18 (q, 1H, H4·(G)); 4.07 (q, 1H, H4·(C)); 12  Experimenteller Teil  288
3.92 (m, 1H, H5·(G)); 3.89 (m, 1H, H5·(G)); 3.71 (s, 6H, O-CH3); 3.30-
3.20 (m, 2H, H5·(C)); 2.72 (m, 3H, H2·(G), C-H 
iBu); 2.43 (m, 2H, C6H5-
CH2); 2.38 (m, 2H, H2·(G), H2·(C)); 2.20 (m, 1H, H2·(C)); 1.54 (m, 4H, -
CH2-CH2-); 1.11-1.02 (m, 12H, -CH3 
tBu). 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, (d6)-DMSO) 
  34.00 
ESI-MS(+):  berechnet:  1356.6 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  1356.2 m/z [M+H]
+ 
 
 
138Rp und 138Sp [5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-N
4-isobutyryl-2·-
desoxycytidin-3-yl]-[N
2-isobutyryl-3·-O-(tert-butyldiphenylsilyl)-
2·-desoxyguanosin-5-yl] 2,4-difluorbenzylphosphonat 
 
 
CiBu
O DMTrO
O
GiBu
O
OTBDPS
P
O
O
F
F
 
C71H77F2N8O13PSi [1347,47] 
 
In  einem  ausgeheizten  und  mit  Argon  gefluteten  Kolben  wurden  0,71  g  3·-O-[(2,4-
Difluorbenzyl)(diisopropylamin)phosphan]-2·-desoxy-5·-O-(4,4·-dimethoxytrityl)-N
2-
isobutyrylcytidin 116 (0,829 mmol), 0,472 g N
2-Isobutyryl-3·-O-(tert-butyldiphenylsilyl)-2·-
desoxyguanosin 99 (0,820 mmol) sowie 0,453 g Benzimidazoliumtriflat 134 (1,7 mmol) 
eingewogen und 24h im ￿lpumpenvakuum getrocknet. Nach Bef￿llen mit Argon wurde 
die Reaktion durch L￿sen des Substanzgemisches in 14 ml abs. Acetonitril gestartet. 
Nach 45 min R￿hren bei Raumtemperatur wurde 0,88 g tetra-Butylammoniumperiodat 12  Experimenteller Teil  289
(2,0  mmol)  (gel￿st  in  10  ml  abs.  CH2Cl2)  zugegeben.  Die  braun-rot  gef￿rbte  L￿sung 
wurde 10 min ger￿hrt, mit 50 ml CH2Cl2 verd￿nnt und mit 5%iger Na2SO3-L￿sung, mit 
ges. Na2CO3-L￿sung sowie mit ges. NaCl-L￿sung gewaschen. Die jeweiligen w￿ssrigen 
Phasen  wurden  mit  CH2Cl2  reextrahiert.  Die  vereinigten  org.  Phasen  wurden  ￿ber 
MgSO4  getrocknet,  abfiltriert  und  evaporiert.  Das  als  wei￿er  Schaum  erhaltene 
Rohprodukt wurde mittels Chromatographie an Kieselgel (Laufmittel: CH2Cl2/MeOH 95:5) 
vorgereinigt. Die vollst￿ndige Aufreinigung sowie die Trennung der Diastereoisomeren 
gelang  durch  pr￿parative  Normalphasen-HPLC  mit  einem  Eluenten  aus 
Methylacetat/Dioxan 10:1 an einer Nucleoprep. 650 x 50 S￿ule. 
 
Sp-konfiguriertes Diastereoisomer 138Sp 
 langsamer eluierendes Isomer 
 
Ausbeute:  0,47 g (42%) 
 
DC:  Rf = 0,32 (CH2Cl2/MeOH 95:5) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, (d6)-DMSO) 
12.06 (s, 1H, N-H); 11.52 (s, 1H, N-H); 10.88 (s, 1H, N-H); 8.10 (s, 1H, H-
8(G)); 7.97 (d, 1H, 
3J=7.6 Hz, H-6(C)); 7.61 (m, 4H, arom. H); 7.45 (m, 7H, 
arom. H); 7.29 (m, 4H, arom. H); 7.18 (m, 7H, arom. H); 7.07 (d, 1H, 
3J=7.5 
Hz, H-5(C)); 6.86 (m, 4H, arom. H); 6.32 (dd, 1H, 
3J=5.7 Hz, H1·(G)); 6.04 
(t, 1H, 
3J=6.2 Hz, H1·(C)); 4.98 (m, 1H, H3·(C)); 4.41 (m, 1H, H3·(G)); 4.14 
(q, 1H, H4·(G)); 4.02 (q, 1H, H4·(C)); 3.92 (m, 1H, H5·(G)); 3.79 (m, 1H, 
H5·(G)); 3.72 (s, 6H, O-CH3); 3.13-3.07 (m, 4H, H5·(C), -CH2-P); 2.72 (m, 
2H, C-H 
iBu); 2.62 (m, 1H, H2·(G)); 2.41 (m, 1H, H2·(C)); 2.36 (m, 1H, 
H2·(G)); 2.12 (m, 1H, H2·(C)); 1.11-1.02 (m, 21H, -CH3) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, (d6)-DMSO) 
  27.02 
ESI-MS(+):  berechnet:  1348.5 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  1347.7 m/z [M+H]
+ 
 
Rp-konfiguriertes Diastereoisomer 138Rp 
 schneller eluierendes Isomer 
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Ausbeute:  0,23 g (21%) 
 
DC:  Rf = 0,32 (CH2Cl2/MeOH 95:5) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, (d6)-DMSO) 
12.01 (s, 1H, N-H); 11.40 (s, 1H, N-H); 10.89 (s, 1H, N-H); 8.04 (s, 1H, H-
8(G)); 8.01 (d, 1H, 
3J=7.5 Hz, H-6(C)); 7.59 (m, 4H, arom. H); 7.42 (m, 7H, 
arom. H); 7.25 (m, 4H, arom. H); 7.16 (m, 7H, arom. H); 7.08 (d, 1H, 
3J=7.5 
Hz, H-5(C)); 6.80 (m, 4H, arom. H); 6.33 (dd, 1H, 
3J=5.4 Hz, H1·(G)); 6.07 
(t, 1H, 
3J=6.3 Hz, H1·(C)); 4.88 (m, 1H, H3·(C)); 4.39 (m, 1H, H3·(G)); 4.08 
(q, 1H, H4·(G)); 4.04 (q, 1H, H4·(C)); 3.79 (m, 1H, H5·(G)); 3.73 (m, 1H, 
H5·(G)); 3.69 (s, 6H, O-CH3); 3.19-3.09 (m, 4H, H5·(C), -CH2-P); 2.73 (m, 
2H, C-H 
iBu); 2.60 (m, 1H, H2·(G)); 2.44 (m, 1H, H2·(C)); 2.35 (m, 1H, 
H2·(G)); 2.10 (m, 1H, H2·(C)); 1.09-1.01 (m, 21H, -CH3) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, (d6)-DMSO) 
  27.63 
ESI-MS(+):  berechnet:  1348.5 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  1347.9 m/z [M+H]
+ 
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139Rp und 139Sp [5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-N
4-isobutyryl-2·-
desoxycytidin-3-yl]-[N
2-isobutyryl-2·-desoxyguanosin-5-yl] 3-
phenylpropylphosphonat 
 
 
CiBu
O DMTrO
O
GiBu
O
OH
P
O
O
 
C57H65N8O13P [1101,15] 
 
2,0  g  des  Rp  oder  Sp  konfigurierten  [5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-N
4-isobutyryl-2·-
desoxycytidin-3-yl]-[N
2-isobutyryl-3·-O-(tert-butyldiphenylsilyl)-2·-desoxyguanosin-5-yl] 3-
phenylpropylphosphonat 137 (1,49 mmol) wurden in 50 ml abs. THF gel￿st und mit 6,5 
ml  tert-Butylammoniumfluorid-L￿sung  (5,85  mmol)  versetzt.  Nach  1,5h  R￿hren  bei 
Raumtemperatur war die TBDPS-Gruppe vollst￿ndig abgespalten. Die L￿sung wurde mit 
200  ml  CH2Cl2  versetzt  und  mit  5%iger  NaHCO3-L￿sung  (150  ml)  gewaschen.  Die 
w￿ssrige  Phase  wurde  mit  CH2Cl2  zweimal  reextrahiert.  Die  vereinigten  org.  Phasen 
wurden  ￿ber  MgSO4  getrocknet,  filtriert  und  das  L￿sungsmittel  evaporiert.  Der 
R￿ckstand wurde an Kieselgel chromatographiert (Laufmittel: CH2Cl2/MeOH 9:1). 
 
Sp-konfiguriertes Diastereoisomer 139Sp 
 
Ausbeute:  1,34 g (82%) 
 
DC:  Rf = 0,29 (CH2Cl2/MeOH 9:1) 
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1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, (d6)-DMSO) 
12.05 (s, 1H, N-H); 11.62 (s, 1H, N-H); 10.87 (s, 1H, N-H); 8.20 (s, 1H, H-
8(G)); 8.08 (d, 1H, 
3J=7.5 Hz, H-6(C)); 7.37-7.13 (m, 13H, arom. H); 7.08 
(d, 1H, 
3J=7.6 Hz, H-5(C)); 6.85 (m, 4H, arom. H); 6.22 (t, 1H, 
3J=6.7 Hz, 
H1·(C)); 6.11 (t, 1H, 
3J=6.1 Hz, H1·(G)); 5.47 (d, 1H, 
3J=4.0 Hz, OH-3·); 
4.98 (m, 1H, H3·(C)); 4.40 (m, 1H, H3·(G)); 4.22 (m, 1H, H5·(G)); 4.17 (m, 
1H, H4·(C)); 4.03 (m, 1H, H5·(G)); 4.00 (m, 1H, H4·(G)); 3.73 (s, 6H, O-
CH3); 3.29 (m, 2H, H5·(C)); 2.81 (m, 2H, C-H 
iBu); 2.60 (m, 2H, H2·(C), 
H2·(G)); 2.50 (m, 2H, C6H5-CH2); 2.27 (m, 2H, H2·(C), H2·(G) ); 1.68 (m, 
4H, -CH2-CH2-P); 1.10-1.03 (m, 12H, -CH3 
iBu) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, (d6)-DMSO) 
  34.03 
ESI-MS(+):  berechnet:  1102.7 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  1101.7 m/z [M+H]
+ 
 
Rp-konfiguriertes Diastereoisomer 139Rp 
 
Ausbeute:  1,38 g (84%) 
 
DC:  Rf = 0,30 (CH2Cl2/MeOH 9:1) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, (d6)-DMSO) 
12.02 (s, 1H, N-H); 11.58 (s, 1H, N-H); 10.85 (s, 1H, N-H); 8.15 (s, 1H, H-
8(G)); 8.06 (d, 1H, 
3J=7.5 Hz, H-6(C)); 7.34-7.09 (m, 11H, arom. H); 7.05 
(d, 1H, 
3J=7.4 Hz, H-5(C)); 6.98 (m, 2H, arom. H); 6.83 (m, 4H, arom. H); 
6.22 (t, 1H, 
3J=6.7 Hz, H1·(G)); 6.08 (t, 1H, 
3J=6.1 Hz, H1·(C)); 5.45 (d, 
1H, 
3J=3.9 Hz, OH-3·); 4.96 (m, 1H, H3·(C)); 4.34 (m, 1H, H3·(G)); 4.14 
(m, 1H, H4·(C)); 4.07 (m, 1H, H5·(G)); 3.99 (m, 1H, H5·(G)); 3.94 (m, 1H, 
H4·(G)); 3.70 (s, 6H, O-CH3); 3.25 (m, 2H, H5·(C)); 2.67 (m, 2H, C-H 
iBu); 
2.62  (m,  2H,  H2·(C),  H2·(G));  2.52  (m,  2H,  C6H5-CH2);  2.32  (m,  2H, 
H2·(C), H2·(G)); 1.70 (m, 2H, -CH2-P); 1.65 (m, 2H, -CH2-CH2-P); 1.06 
(m, 12H, -CH3 
iBu) 12  Experimenteller Teil  293
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, (d6)-DMSO) 
  34.47 
ESI-MS(+):  berechnet:  1102.1 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  1101.9 m/z [M+H]
+ 
 
 
140Rp und 140Sp [5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-N
4-isobutyryl-2·-
desoxycytidin-3-yl]-[3·-O-((2-cyanoethoxy)-
diisopropylaminophosphoramidit)-N
2-isobutyryl-2·-
desoxyguanosin-5-yl] 3-phenylpropylphosphonat 
 
 
CiBu
O DMTrO
O
GiBu
O
O
P
O
O
P
N O CN
 
C66H82N10O14P2 [1301,36] 
 
250  mg  des  Rp  oder  Sp  konfigurierten  [5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-N
4-isobutyryl-2·-
desoxycytidin-3-yl]-[N
2-isobutyryl-2·-desoxyguanosin]  3-phenylpropylphosphonat  139 
(0,227 mmol) wurden in 15 ml abs. CH2Cl2 gel￿st und unter Argonatmosph￿re mit 0,17 
ml DIPEA (1,0 mmol) versetzt. Zu dieser L￿sung wurden 69 l Phosphorigs￿ure-mono-
(2-cyanoethylester)-diisopropylamid-chlorid (0,3 mmol) getropft und 2h bei RT ger￿hrt. 
Die Reaktionsl￿sung wurde mit 15 ml abs. CH2Cl2 verd￿nnt, auf 0￿C gek￿hlt und mit 5 ml 12  Experimenteller Teil  294
5%iger NaHCO3-L￿sung versetzt. Die org. Phase wurde abgetrennt und die w￿ssrige 
Phase mit 30 ml Essigester reextrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden 
￿ber MgSO4 getrocknet, filtriert und die L￿sungsmittel abdestilliert. Der R￿ckstand wurde 
an Kieselgel chromatographiert (Laufmittel: CH2Cl2/MeOH/TEA 94:5:1). 
 
Sp-konfiguriertes Diastereoisomer 140Sp 
 
Ausbeute:   232 mg (78%) 
 
DC:  Rf = 0,48; 0,40 (CH2Cl2/MeOH/TEA 94:5:1) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
12.10 (b, 2H, N-H); 11.92 (b, 2H, N-H); 10.65 (b, 2H, N-H); 7.95 (m, 4H, H-
8(G), H-6(C)); 7.26-7.11 (m, 26H, arom. H, H-5(C)); 6.80 (m, 8H, arom. H); 
6.15 (m, 4H, H1·(C), H1·(G)); 4.99 (m, 2H, H3·(C)); 4.62 (m, 2H, H3·(G)); 
4.22-3.97 (m, 8H, H5·(G), H4·(C), H4·(G)); 3.79 (s, 12H, O-CH3) 
31P-NMR:  (162 MHz, CDCl3) 
150.22,  150.14  (Phosphoramidit);  34.07,  33.86  (3-Phenylpropyl 
phosphonat) 
ESI-MS(+):  berechnet:  1302.4 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  1301.8 m/z [M+H]
+ 
 
Rp-konfiguriertes Diastereoisomer 140Rp 
 
Ausbeute:   63 mg (53%) 
 
DC:  Rf = 0,44; 0,39 (CH2Cl2/MeOH/TEA 94:5:1) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
12.03 (b, 2H, N-H); 11.07 (b, 2H, N-H); 7.99 (2s, 2H, H-8(G)); 7.60 (m, 2H, 
H-6(C)); 7.31-7.20 (m, 24H, arom. H); 7.07 (m, 2H, H-5(C)); 6.84 (m, 8H, 
arom. H); 6.15 (m, 4H, H1·(C), H1·(G)); 5.11 (m, 2H, H3·(C)); 4.61, 4.57 
(2m, 2H, H3·(G)); 4.34-4.11 (m, 8H, H5·(G), H4·(C), H4·(G)); 3.80 (s, 12H, 
O-CH3) 12  Experimenteller Teil  295
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
150.51,  150.33  (Phosphoramidit);  34.75,  34.51  (3-Phenylpropyl-
phosphonat) 
ESI-MS(+):  berechnet:  1302.4 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  1301.9 m/z [M+H]
+ 
 
 
141Rp und 141Sp (N
4-Isobutyryl-2·-desoxycytidin-3-yl)-(N
2-
isobutyryl-2·-desoxyguanosin) 3-phenylpropylphosphonat 
 
 
CiBu
O HO
O
GiBu
O
OH
P
O
O
 
C36H47N8O11P [798,31] 
 
440  mg  des  Sp  bzw.  Rp  konfigurierten  [5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-N
4-isobutyryl-2·-
desoxycytidin-3-yl]-[N
2-isobutyryl-2·-desoxyguanosin-5-yl]  3-phenylpropylphosphonat 
139 (0,4 mmol) wurden in 40 ml CH2Cl2 gel￿st und mit 60 ml 2%iger Benzolsulfons￿ure-
L￿sung  (CH2Cl2/MeOH  7:3)  versetzt.  Nach  5-min￿tigem  R￿hren  bei  Raumtemperatur 
wurde die orange L￿sung mit 400 ml 5%iger NaHCO3-L￿sung versetzt. Die org. Phase 
wurde  abgetrennt  und  die  w￿ssrige  Phase  mit  Dichlormethan  reextrahiert.  Die 
vereinigten  org.  Phasen  wurden  ￿ber  Na2SO4  getrocknet,  filtriert,  einrotiert  und  der 
R￿ckstand an Kieselgel chromatographiert (Laufmittel: CH2Cl2:MeOH 9:1). 
 
Sp-konfiguriertes Diastereoisomer 141Sp 
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Ausbeute:  240 mg (75%) 
 
DC:  Rf = 0,14 (CH2Cl2/MeOH 9:1) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, (d6)-DMSO) 
12.04 (s, 1H, N-H); 11.61 (s, 1H, N-H); 10.83 (s, 1H, N-H); 8.24 (d, 1H, 
3J=7.5 Hz, H-6(C)); 8.22 (s, 1H, H-8(G)); 7.28-7.14 (m, 6H, arom. H, H-
5(C)); 6.25 (t, 1H, 
3J=6.7 Hz, H1·(G)); 6.13 (t, 1H, 
3J=7.2 Hz, H1·(C)); 5.48 
(d, 1H, 
3J=4.0 Hz, OH-3·); 5.15 (t, 1H, 
3J=5.2 Hz, OH-5·); 4.93 (m, 1H, 
H3·(C)); 4.44 (m, 1H, H3·(G)); 4.24 (m, 1H, H5·(G)); 4.10 (m, 2H, H4·(G), 
H4·(C)); 4.02 (m, 1H, H5·(G)); 3.56 (m, 2H, H5·(C)); 2.80-2.68 (m, 3H, 
H2·(G), C-H 
iBu); 2.59 (m, 1H, H2·(C)); 2.55 (m, 2H, C6H5-CH2); 2.35 (m, 
1H, H2·(G)); 2.17 (m, 1H, H2·(C)); 1.76 (m, 2H, -CH2-P); 1.71 (m, 2H, -
CH2-CH2-P); 1.07 (m, 12H, -CH3 
iBu) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, (d6)-DMSO) 
  34.01 
ESI-MS(+):  berechnet:  799.3 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  799.3 m/z [M+H]
+ 
 
Rp-konfiguriertes Diastereoisomer 141Rp 
 
Ausbeute:  164 mg (52%) 
 
DC:  Rf = 0,15 (CH2Cl2/MeOH 9:1) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, (d6)-DMSO) 
12.05 (s, 1H, N-H); 11.63 (s, 1H, N-H); 10.86 (s, 1H, N-H); 8.25 (d, 1H, 
3J=7.5 Hz, H-6(C)); 8.20 (s, 1H, H-8(G)); 7.26-7.11 (m, 6H, arom. H, H-
5(C)); 6.25 (t, 1H, 
3J=6.6 Hz, H1·(G)); 6.11 (t, 1H, 
3J=6.4 Hz, H1·(C)); 5.51 
(d,  1H, 
3J=3.9  Hz,  OH-3·);  5.19  (t,  1H, 
3J=5.2  Hz,  OH-5·);  4.96  (q, 1H, 
H3·(C));  4.41  (pent.,  1H,  H3·(G));  4.15  (m,  2H,  H5·(G));  4.09  (m,  1H, 
H4·(G));  4.02  (m,  1H,  H4·(C));  3.57  (m,  2H, H5·(C));  2.80-2.63  (m,  3H, 
H2·(G), C-H 
iBu); 2.55 (m, 2H, C6H5-CH2); 2.32 (m, 1H, H2·(C)); 2.21 (m, 
1H, H2·(G)); 1.82 (m, 1H, H2·(C)); 1.72 (m, 2H, -CH2-P); 1.68 (m, 2H, -
CH2-CH2-P); 1.05 (m, 12H, -CH3 
iBu) 12  Experimenteller Teil  297
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, (d6)-DMSO) 
  34.31 
ESI-MS(+):  berechnet:  799.3 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  799.7 m/z [M+H]
+ 
 
 
142Rp und 142Sp (2·-Desoxycytidin-3-yl)-(2·-desoxyguanosin-
5-yl) 3-phenylpropylphosphonat 
 
 
O HO
O
O
OH
P
O
O
N
O N
NH2
N
N
NH
O
N NH2
 
C28H35N8O9P [658,60] 
 
240  mg  des  Sp  bzw.  Rp  konfigurierten  (N
4-Isobutyryl-2·-desoxycytidin-3-yl)-(N
2-
isobutyryl-2·-desoxyguanosin-5-yl)  3-phenylpropylphosphonat  141  (0,3  mmol)  wurden 
mit  20  ml  32%igem  Ammoniak  versetzt  und  36h  bei  Raumtemperatur  ger￿hrt.  Der 
Ammoniak  wurde  einrotiert  und  der  R￿ckstand  mittels  pr￿parativer  RP-HPLC 
aufgereinigt  (S￿ule:  RP-18e  (5m)  LiChrospher
  100,  Merck).  Gradient:  A:  H2O;  B: 
MeOH; 0-100% B in 40 min, Flussrate: 3 ml/min. 
 
Sp-konfiguriertes Diastereoisomer 142Sp 
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Ausbeute:  141 mg (71%) 
 
1H-NMR:   [ppm] (600 MHz, (d6)-DMSO) 
10.88 (s, 1H, N-H(G)); 7.89 (s, 1H, H-8(G)); 7.76 (d, 1H, 
3J=7.5 Hz, H-
6(C)); 7.31-7.13 (m, 7H, arom. H, NH2(C)); 6.60 (s, 2H, NH2(G)); 6.23 (t, 
1H, 
3J=6.5 Hz, H1·(C)); 6.13 (t, 1H, 
3J=6.1 Hz, H1·(G)); 5.76 (d, 1H, 
3J=7.4 
Hz,  H-5(C));  5.44  (b,  1H,  OH-3·);  5.10  (m,  1H,  OH-5·);  4.93  (m,  1H, 
H3·(C));  4.39  (m,  1H,  H3·(G));  4.20  (m,  1H,  H5·(G));  4.07  (m,  1H, 
H5·(G)); 4.00 (q, 1H, H4·(C)); 3.96 (q, 1H, H4·(G)); 3.54 (m, 2H, H5·(C)); 
2.66 (m, 1H, H2·(G)); 2.59 (m, 2H, C6H5-CH2); 2.36 (m, 1H, H2·(C)); 2.27 
(m, 1H, H2·(G)); 2.15 (m, 1H, H2·(C)); 1.75 (m, 2H, -CH2-P); 1.70 (m, 2H, 
-CH2-CH2-P) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, (d6)-DMSO) 
  33.92 
ESI-MS(+):  berechnet:  659.6 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  659.5 m/z [M+H]
+ 
 
Rp-konfiguriertes Diastereoisomer 142Rp 
 
Ausbeute:  177 mg (89%) 
 
1H-NMR:   [ppm] (600 MHz, (d6)-DMSO) 
10.92 (s, 1H, N-H(G)); 8.20 (s, 1H, H-8(G)); 7.78 (d, 1H, 
3J=7.3 Hz, H-
6(C)); 7.27-7.10 (m, 7H, arom. H, NH2(C)); 6.61 (s, 2H, NH2(G)); 6.24 (m, 
1H, H1·(C)); 6.15 (m, 1H, H1·(G)); 5.75 (d, 1H, 
3J=7.5 Hz, H-5(C)); 5.44 (d, 
1H, 
3J=4.0  Hz,  OH-3·);  5.12  (t,  1H, 
3J=5.2  Hz,  OH-5·);  4.98  (m,  1H, 
H3·(C)); 4.39 (m, 1H, H3·(G)); 4.13 (m, 2H, H5·(G)); 4.01 (m, 1H, H4·(C)); 
3.97 (m, 1H, H4·(G)); 3.54 (m, 2H, H5·(C)); 2.62 (m, 1H, H2·(G)); 2.58 (m, 
2H, C6H5-CH2); 2.34 (m, 1H, H2·(C)); 2.26 (m, 1H, H2·(G)); 2.12 (m, 1H, 
H2·(C)); 1.77 (m, 2H, -CH2-P); 1.73 (m, 2H, -CH2-CH2-P) 12  Experimenteller Teil  299
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, (d6)-DMSO) 
  34.13 
ESI-MS(+):  berechnet:  659.6 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  659.5 m/z [M+H]
+ 
 
 
143Rp und 143Sp [5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-N
4-isobutyryl-2·-
desoxycytidin-3-yl]-[N
2-isobutyryl-2·-desoxyguanosin-5-yl] 2,4-
difluorbenzylphosphonat 
 
 
CiBu
O DMTrO
O
GiBu
O
OH
P
O
O
F
F
 
C55H61F2N8O13P [1111,09] 
 
0,21  g  des  Rp  oder  Sp  konfigurierten  [5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-N
4-isobutyryl-2·-
desoxycytidin-3-yl]-[N
2-isobutyryl-3·-O-(tert-butyldiphenylsilyl)-2·-desoxyguanosin-5-yl] 
2,4-difluorbenzylphosphonat 138 (0,156 mmol) wurden in 5 ml abs. THF gel￿st und mit 
0,4  ml  tert-Butylammoniumfluorid-L￿sung  (0,36  mmol)  versetzt.  Nach  1h  R￿hren  bei 
Raumtemperatur war die TBDPS-Gruppe vollst￿ndig abgespalten. Die L￿sung wurde mit 
50 ml CH2Cl2 versetzt und mit 5%iger NaHCO3-L￿sung (30 ml) gewaschen. Die w￿ssrige 
Phase wurde mit CH2Cl2 zweimal reextrahiert. Die vereinigten org. Phasen wurden ￿ber 
MgSO4 getrocknet, filtriert und das L￿sungsmittel evaporiert. Der R￿ckstand wurde an 
Kieselgel chromatographiert (Laufmittel: CH2Cl2/MeOH 95:5). 
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Sp-konfiguriertes Diastereoisomer 143Sp 
 
Ausbeute:  109 mg (58%) 
 
DC:  Rf = 0,14 (CH2Cl2/MeOH 95:5) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, (d6)-DMSO) 
12.01 (s, 1H, N-H); 11.50 (s, 1H, N-H); 10.79 (s, 1H, N-H); 8.09 (s, 1H, H-
8(G)); 7.91 (d, 1H, 
3J=7.5 Hz, H-6(C)); 7.27-7.09 (m, 11H, arom. H); 7.01 
(d, 1H, 
3J=7.5 Hz, H-5(C)); 6.78 (m, 4H, arom. H); 6.24 (t, 1H, 
3J=6.7 Hz, 
H1·(G)); 6.07 (t, 1H, 
3J=6.8 Hz, H1·(C)); 5.49 (d, 1H, 
3J=4.1 Hz, OH-3·); 
4.95 (m, 1H, H3·(C)); 4.37 (m, 1H, H3·(G)); 4.17 (m, 1H, H5·(G)); 4.06 (m, 
2H, H4·(C), H5·(G)); 3.96 (m, 1H, H4·(G)); 3.75 (s, 6H, O-CH3); 3.28 (s, 
1H, -CH2-P); 3.19 (s, 1H, -CH2-P); 3.16 (m, 2H, H5·(C)); 2.74 (m, 2H, C-H 
iBu); 2.67 (m, 2H, H2·(C), H2·(G)); 2.38 (m, 2H, H2·(C), H2·(G) ); 1.04 
(m, 12H, -CH3 
iBu) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, (d6)-DMSO) 
  27.12 
ESI-MS(+):  berechnet:  1112.1 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  1111.9 m/z [M+H]
+ 
 
Rp-konfiguriertes Diastereoisomer 143Rp 
 
Ausbeute:  83 mg (48%) 
 
DC:  Rf = 0,14 (CH2Cl2/MeOH 95:5) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, (d6)-DMSO) 
11.97 (s, 1H, N-H); 11.54 (s, 1H, N-H); 10.87 (s, 1H, N-H); 8.10 (s, 1H, H-
8(G)); 8.02 (d, 1H, 
3J=7.4 Hz, H-6(C)); 7.35-7.17 (m, 11H, arom. H); 7.06 
(d, 1H, 
3J=7.5 Hz, H-5(C)); 6.87 (m, 4H, arom. H); 6.26 (t, 1H, 
3J=6.5 Hz, 
H1·(G)); 6.09 (t, 1H, 
3J=6.2 Hz, H1·(C)); 5.57 (d, 1H, 
3J=4.1 Hz, OH-3·); 
4.95 (m, 1H, H3·(C)); 4.36 (m, 1H, H3·(G)); 4.20 (m, 1H, H4·(C)); 4.11 (m, 
2H, H5·(G)); 3.97 (m, 1H, H4·(G)); 3.71 (s, 6H, O-CH3); 3.29 (m, 2H, -CH2-
P);  3.21  (m,  2H,  H5·(C)); 2.69  (m,  2H,  C-H 
iBu);  2.56  (m, 2H, H2·(C), 
H2·(G)); 2.27 (m, 2H, H2·(C), H2·(G)); 1.08 (m, 12H, -CH3 
iBu) 12  Experimenteller Teil  301
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, (d6)-DMSO) 
  27.66 
ESI-MS(+):  berechnet:  1112.1 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  1111.8 m/z [M+H]
+ 
 
 
144Rp und 144Sp [5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-N
4-isobutyryl-2·-
desoxycytidin-3-yl]-[3·-O-((2-cyanoethoxy)-
diisopropylaminophosphoramidit)-N
2-isobutyryl-2·-
desoxyguanosin-5-yl] 2,4-difluorbenzylphosphonat 
 
 
CiBu
O DMTrO
O
GiBu
O
O
P
O
O
F
F
P
N O
CN
 
C64H78F2N10O14P2 [1311,31] 
 
120  mg  des  Rp  oder  Sp  konfigurierten  [5·-O-(4,4·-Dimethoxytrityl)-N
4-isobutyryl-2·-
desoxycytidin-3-yl]-[N
2-isobutyryl-2·-desoxyguanosin-5-yl]  2,4-difluorbenzylphosphonat 
143 (0,11 mmol) wurden in 10 ml abs. CH2Cl2 gel￿st und unter Argonatmosph￿re mit 
0,10 ml DIPEA (0,58 mmol) versetzt. Zu dieser L￿sung wurden 46 l Phosphorigs￿ure-
mono-(2-cyanethylester)-diisopropylamid-chlorid  (0,2  mmol)  getropft  und  2,5  h  bei 
Raumtemperatur ger￿hrt. Die Reaktionsl￿sung wurde mit 10 ml abs. CH2Cl2 verd￿nnt, 
auf 0￿C gek￿hlt und mit 5 ml 5%iger NaHCO3-L￿sung versetzt. Die org. Phase wurde 12  Experimenteller Teil  302
abgetrennt und die w￿ssrige Phase mit 20 ml Essigester reextrahiert. Die vereinigten 
organischen  Phasen  wurden  ￿ber  MgSO4  getrocknet,  filtriert  und  die  L￿sungsmittel 
abdestilliert.  Der  R￿ckstand  wurde  an  Kieselgel  chromatographiert  (Laufmittel: 
CH2Cl2/MeOH/TEA 97:2:1) 
 
Sp-konfiguriertes Diastereoisomer 144Sp 
 
Ausbeute:  87 mg (61%) 
 
DC:  Rf = 0,21 (CH2Cl2/MeOH 95:5) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
12.15 (s, 2H, N-H); 10.49 (s, 2H, N-H); 10.41 (s, 2H, N-H); 8.54 (m, 2H, H-
8(G)); 7.90 (m, 2H, H-6(C)); 7.30-7.11 (m, 24H, arom. H, H-5(C)); 6.79 (m, 
8H, arom. H); 6.12 (m, 4H, H1·(G), H1·(C)); 4.97 (m, 2H, H3·(C)); 4.57 (m, 
2H, H3·(G)); 4.40-4.25 (m, 6H, H5·(G), H4·(C)); 4.11 (m, 2H, H4·(G)); 3.79 
(s, 12H, O-CH3); 3.68 (m, 4H, CH 
iPr); 3.27-3.06 (m, 12H, -CH2-P, H5·(C), 
O-CH2-); 2.81-2.55 (m, 12H, C-H 
iBu, H2·(C), H2·(G), -CH2-CN); 2.39-
2.21 (m, 4H, H2·(C), H2·(G) ); 1.36-1.00 (m, 48H, -CH3) 
31P-NMR:   [ppm] (162 MHz, CDCl3) 
  150.31,  150.12  (Phosphoramidit);  26.56,  26.49  (2,4-Difluorbenzyl-
  phosphonat) 
ESI-MS(+):  berechnet:  1312.3 m/z [M+H]
+ 
  Gefunden:  1312.0 m/z [M+H]
+ 
 
Rp-konfiguriertes Diastereoisomer 144Rp 
 
Ausbeute:  111 mg (48%) 
 
DC:  Rf = 0,20 (CH2Cl2/MeOH 95:5) 
1H-NMR:   [ppm] (400 MHz, CDCl3) 
12.40 (2s, 2H, N-H); 10.78 (2s, 2H, N-H); 10.63 (b, 2H, N-H); 8.24 (m, 2H, 
H-8(G)); 7.96 (m, 2H, H-6(C)); 7.31-7.22 (m, 24H, arom. H, H-5(C)); 6.81 
(m, 8H, arom. H); 6.13 (m, 4H, H1·(G), H1·(C)); 5.07 (m, 2H, H3·(C)); 4.60 
(m, 2H, H3·(G)); 4.36-4.12 (m, 6H, H5·(G), H4·(C), H4·(G)); 3.78 (s, 12H, 12  Experimenteller Teil  303
O-CH3); 3.61 (m, 4H, CH 
iPr); 3.26-3.00 (m, 12H, -CH2-P, H5·(C), O-CH2-); 
2.79-2.53 (m, 12H, C-H 
iBu, H2·(C), H2·(G), -CH2-CN); 2.37-2.09 (m, 4H, 
H2·(C), H2·(G) ); 1.30-1.04 (m, 48H, -CH3) 
31P-NMR:  (162 MHz, CDCl3) 
  150.46,  150.25  (Phosphoramidit);  27.87,  27.49  (2,4-Difluorbenzyl-
  phosphonat) 
ESI-MS(+):  berechnet:  1312.3 m/z [M+H]
+ 
  gefunden:  1311.9 m/z [M+H]
+ 
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12.3 Oligonucleotide 
 
 
12.3.1 Eingesetzte Pufferl￿sungen 
 
F￿r RP-HPLC-Trennung 
0,1 M TEAA-Puffer: 140 ml (1,0 mol) Triethylamin wurden unter Eisk￿hlung mit 600 ml 
deionisiertem  Wasser  und  58  ml  Essigs￿ure  versetzt.  Anschlie￿end  wurde  mit 
deionisiertem  Wasser  auf  ein  Gesamtvolumen  von  1000  ml  aufgef￿llt,  der  pH-Wert 
￿berpr￿ft und mit Essigs￿ure oder Triethylamin auf pH 7,0 eingestellt. Die so erhaltene 
Stamml￿sung wurde vor Gebrauch 1:10 verd￿nnt und der pH-Wert ￿berpr￿ft. 
 
F￿r die Anionenaustausch-HPLC 
Puffer A: DEPC-Wasser wurde mit LiOH auf pH 8,0 eingestellt. 
Puffer B: Es  wurden 42,39 g LiCl (1,0 mol) in 1000 ml DEPC-Wasser gel￿st und mit 
LiOH oder HCl auf pH 8,0 eingestellt. 
 
F￿r die Aufnahme der UV-Schmelzkurven, CD- und Fluoreszenzspektren 
Phosphatpuffer: 100 ml des Natriumphosphatpuffers wurden durch L￿sen von 207 mg di-
Natriumhydrogenphosphat-Dodecahydrat  (0,577  mmol),  66  mg  Natriumdihydrogen-
phosphat (0,423 mmol) und 818 mg Natriumchlorid (14,0 mmol) in 100 ml deionisiertem 
Wasser  (im  Falle  von  RNA-Messungen  in  DEPC-Wasser)  hergestellt.  Der  pH-Wert 
wurde mit HCl oder NaOH auf pH 7,0 eingestellt. 
 
F￿r die Bestimmung der Nucleasestabilit￿t 
246  mg  Natriumacetat  (3  mM)  und  47  l  Essigs￿ure  (0,08  mmol)  wurden  mit 
deionisiertem Wasser auf 100 ml aufgef￿llt und der pH-Wert auf 5,3 eingestellt. 
 
DEPC-Wasser 
1 ml Diethylpyrocarbonat wurde zu 1000 ml deionisiertem Wasser gegeben und f￿r 12h 
stehen gelassen. Die L￿sung wurde danach 30 min bei 121￿C autoklaviert. 
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12.3.2 Synthese der Oligonucleotide 
 
DNA-Synthese 
Die  DNA-Synthesen  wurden  an  einem  DNA/RNA-Synthesizer  der  Firma  PerSeptive 
Biosystems (Modell Expedite 8905) im 1,0 mol Ma￿stab synthetisiert. Es wurden CPG-
Tr￿ger (500 ¯ oder 1000 ¯) von den Firmen Proligo bzw. PE Biosystems, die das erste 
Nucleosid tragen, eingesetzt. Die DNA-Phosphoramiditbausteine (Proligo), wie auch die 
modifizierten  Phosphoramidite,  wurden  in  Konzentrationen  von  100  mM  in  abs. 
Acetonitril (BIOSOLVE LTD.,  water: 10 ppm, Cat. Nr.: 01205831) eingesetzt. F￿r alle 
modifizierten Phosphoramidite wurde die Kupplungszeit von 30 auf 300 s verl￿ngert. Die 
Effizienz  der  Kupplungsschritte  wurden  ￿ber  einen  ￿Trityl-Monitor￿  (Abspaltung  der 
DMTr-Gruppe  und  der  damit  verbundenen  Absorptionsmessung  bei  498  nm) 
quantifiziert.  Alle  Synthesen  wurden  unter  Verbleib  der  endst￿ndigen 
Dimethoxytritylgruppe  (DMTr-on)  durchgef￿hrt.  Der  Einbau  der  modifizierten 
Phosphoramidit-Dimere  140Rp,  140Sp,  144Rp  und  144Sp  erfolgte  in  der  oben 
beschriebenen Vorgehensweise. 
 
RNA-Synthese 
Die  RNA-Synthesen  wurden  ebenfalls  an  einem  DNA/RNA-Synthesizer  der  Firma 
PerSeptive Biosystems (Modell Expedite 8905) im 1,0 mol Ma￿stab unter Standard-
bedingungen  synthetisiert.  Die  Synthesen  wurden unter  Abspaltung  der  endst￿ndigen 
Dimethoxytritylgruppe (DMTr-off) durchgef￿hrt. 
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12.3.3 Entsch￿tzung/Aufreinigung/Diastereomerentrennung 
 
DNA-Oligonucleotide 
 
Entsch￿tzung 
Die  Abspaltungsmethoden  der  Oligonucleotide  vom  CPG-Tr￿germaterial  und  der 
Entsch￿tzung  waren  abh￿ngig  von  der  Art,  Anzahl  und  Position  der  Modifikationen. 
Hierzu  wurde  die  Syntheses￿ule  aufgebrochen,  das  Tr￿germaterial  in  ein 
verschlie￿bares  Glasgef￿￿  ￿berf￿hrt  und  mit  dem  Abspaltungsreagenz  versetzt. 
Folgende Varianten wurden eingesetzt: 
 
a)  Zugabe von 0,7 ml konz. NH3; Abspaltung innerhalb von 3h bei 60￿C 
b)  Zugabe von 0,7 ml konz. NH3; Abspaltung innerhalb von 24h bei Raumtemperatur 
c)  Zugabe von 0,4 ml EDA-Mix (Ethylendiamin/Acetonitril/Ethanol/Wasser 50:24:24:2); 
Abspaltung  innerhalb  von  3h  bei  Raumtemperatur  unter  Lichtausschluss.  Zudem 
wurde die L￿sung vor Gebrauch jeweils frisch angesetzt. Anschlie￿end wurde die 
Abspaltungsmischung  bei  0￿C  mit  1,5  ml  deionisiertes  Wasser  verd￿nnt  und  mit 
40%iger Essigs￿ure langsam neutralisiert. 
 
Variante a) kam bei allen unmodifizierten Oligonucleotiden zum Einsatz. Die Variante c) 
wurde bei basenlabilen R￿ckgratmodifikationen eingesetzt. Dazu z￿hlten die methyl-, 1-
methylnaphthyl- und 2,4-difluorbenzylmodifizierten Oligonucleotide S08, S12, S18, S25-
S27, S31-S33 und S56. Die restlichen Oligonucleotide wurden mittels der Methode b) 
entsch￿tzt und vom Tr￿germaterial abgespalten. 
 
Nach  der  Abspaltung  wurde  das  Tr￿germaterial  mittels  Filtration  (0,45  m;  Roth  Nr. 
0081) abgetrennt. 
 
Aufreinigung 
Die  entsch￿tzten  Roholigonucleotide  wurden  mittels  semipr￿parativer  RP-HPLC 
aufgereinigt.  Hierzu  wurde  eine  DMTr-spezifische  POROS-R3  S￿ule  der  Firma 
PerSeptive  Biosystems  eingesetzt.  Die  nach  der  Filtration  erhaltenen  L￿sungen 
konnten dabei direkt auf die S￿ule aufgegeben werden. Es wurde jeweils ein linearer 
Gradient  von  0-40%  Acetonitril  in  TEAA-Puffer  (pH  7,0)  in  10  Minuten  bei  einer 
Flussrate  von  5  ml/min  verwendet.  Eine  Ausnahme  stellten  die  17mer  Antisense-12  Experimenteller Teil  307
Oligonucleotide  dar,  die  mit  einem  Gradienten  von  0-60%  Acetonitril  in  10  min 
aufgereinigt wurden. Die Detektion erfolgte jeweils bei einer Wellenl￿nge von =260 
nm. Anschlie￿end wurden die L￿sungsmittel im Vakuum bei Raumtemperatur an einer 
SpeedVac Anlage abdestilliert. 
 
Die DMTr-Schutzgruppe wurde bei Raumtemperatur durch Zugabe von 500 l 80%iger 
Essigs￿ure  abgespalten.  Nach  30  min￿tiger  Inkubation  wurde  die  Essigs￿ure  im 
Vakuum  abgezogen  (SpeedVac).  Die  Abtrennung  der  abgespaltenen  DMTr-Gruppe 
erfolgte mittels F￿llung. Daf￿r wurde das Oligonucleotid in 1 ml 1M NaCl-L￿sung bzw. 
in 1  ml 10 M  Ammoniumacetat-L￿sung gel￿st und durch Zugabe von 3 ml Ethanol 
gef￿llt. Die F￿llung wurde durch zweist￿ndiges K￿hlen auf ￿80￿C vervollst￿ndigt. Das 
ausgefallene Produkt wurde in einer K￿hlzentrifuge bei 12500 rpm innerhalb von 10 
min pelletiert und der ￿berstand vorsichtig dekantiert.  
Die  17mer  Antisense-Oligonucleotide  wurden  anschlie￿end  einem  weiteren 
Aufreinigungsschritt  unterworfen.  Dabei  wurde  das  Pellet  in  1  ml  deionisiertem 
Wasser gel￿st und ￿ber RP-HPLC an einer LiChrospher RP 18 S￿ule (5 m) der Firma 
Merck chromatographiert. Es wurde ein Gradient von 0-60% Acetonitril in 0,1 M TEAA-
Puffer  (pH  7,0)  in  30  min  bei  einer  Flussrate  von  3  ml/min  verwendet.  Die 
L￿sungsmittel wurden anschlie￿end im Vakuum (SpeedVac) abdestilliert. 
 
Diastereoisomerentrennung 
Die  Diastereoisomerentrennung  mono-modifizierter  Oligonucleotide  erfolgte  ebenfalls 
mittels  RP-HPLC  an  einer  analytischen  Purospher
  STAR  RP-18e  (5  m)  S￿ule  der 
Firma Merck.  
Dazu wurden die von der F￿llung erhaltenen Pellets in 500 l bidest. Wasser gel￿st und 
auf  die  HPLC-S￿ule  gegeben.  Die  Gradienten  aus  0,1  M  TEAA-Puffer  (pH  7,0)  und 
Acetonitril variierten bei einer konstanten Flussrate von 1,0 ml/min in Abh￿ngigkeit der 
Art und der Position der Modifikation (siehe Tabelle 12.2). Tabelle 12.1 zeigt beispielhaft 
ein  vollst￿ndiges  Gradientenprogramm  f￿r  die  Isomerentrennung  des  Oligonucleotids 
S34. 
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Tabelle 12.1:  Exemplarisches  HPLC-Gradientenprogramm  zur  Trennung  der  Diastereo-
isomeren des Oligonucleotids S34 
Zeit [min]  [%] TEAA- Puffer  [%] Acetonitril  Fluss [ml/min] 
0  95  5  1,0 
2  95  5  1,0 
40  75  25  1,0 
40,1  0  100  1,0 
45  0  100  1,0 
45,1  95  5  1,0 
50  95  5  1,0 
 
 
RNA Oligonucleotide 
 
Ensch￿tzung 
Die  Oligonucleotide  wurden  bei  55￿C  ￿ber  Nacht  durch  Behandlung  mit  konz. 
Ammoniak/Methanol  3:1  (2,0  ml)  entsch￿tzt  und  vom  Tr￿ger  abgespalten.  Das 
Tr￿germaterial  wurde  mittels  Sterilfiltration  (Nalgene  0,2  m  Spritzenfilter  mit 
Zelluloseacetatmembran) abgetrennt und das Filtrat  in einem SpeedVac Konzentrator 
bis zur Trockene eingeengt. Die 2·-TBDMS-Schutzgruppen wurden durch Zugabe von 1 
ml Triethylamin-Trihydrofluorid innerhalb von 24 h bei RT abgespalten. Zu dieser L￿sung 
wurden 3 ml n-Butanol gegeben, wodurch die RNA innerhalb von 3h bei ￿20￿C ausfiel. 
Das ausgefallene Produkt wurde in einer K￿hlzentrifuge bei 12500 rpm innerhalb von 10 
min pelletiert und der ￿berstand vorsichtig dekantiert. 
 
Aufreinigung 
Das Wasser, das f￿r die Pufferl￿sungen f￿r die RNA-Aufreinigung eingesetzt wurde, war 
immer mit Diethylpyrocarbonat (DEPC) vorbehandelt. Dazu wurde eine 0,1%ige DEPC-
L￿sung angesetzt und ￿ber Nacht bei RT stehen gelassen. Die vorbehandelte L￿sung 
wurde danach 30 min bei 121￿C autoklaviert. Das Wasser wurde anschlie￿end mit LiOH 
bzw. HCl auf pH 8,0 eingestellt. 
Das  nach  der  F￿llung  erhaltene  Pellet  wurde  in  500  l  Wasser  gel￿st  und  mittels 
Anionenaustausch-HPLC [Dionex NucleoPAC
TM PA 100 S￿ule (250  9 mm)] an einer 12  Experimenteller Teil  309
JASCO  HPLC-Anlage  aufgereinigt.  L￿ste  sich  das  Oligonucleotid  nicht  vollst￿ndig  in 
DEPC-Wasser,  wurden  einige  Tropfen  1-Methyl-2-pyrrolidinon  zugegeben.  Es  wurden 
lineare Gradienten von 0-60% Puffer B in A innerhalb von 40 min bei einer Flussrate von 
5,0 ml/min verwendet (Puffer A: DEPC-Wasser (pH 8,0), Puffer B: 1,0 M LiCl (pH 8,0)). 
Die  UV-Detektion  erfolgte  ebenfalls  bei  einer  Wellenl￿nge  von  260  nm.  Nach  der 
Aufreinigung  wurden  die  L￿sungsmittel  an  einer  SpeedVac-Anlage  entfernt,  das 
Oligonucleotid in 1 ml sterilem Wasser aufgenommen und ￿ber eine Sephadex PD 10 
S￿ule mit G25 Material entsalzt. 
 
Tab. 12.2  ￿bersicht  der  berechneten  sowie  durch  MALDI-TOF-MS  gemessenen 
  Molek￿lmassen der synthetisierten Oligonucleotide. RP-HPLC-Gradienten zur 
  Trennung der einfach modifizierten diastereoisomeren Oligonucleotide: Puffer 
A:   0,1M TEAA (pH 7,0); B: Acetonitril. 
Strang  Sequenz 
RP-HPLC- 
Isomeren- 
trennung 
Sp/Rp 
Ber. 
Masse 
[Da] 
Gef. 
Masse 
[Da] 
S01  5`-d(GCC GCG)  ---  ---  1793,2  1792,2 
S02  5·-d(CGC GGC)  ---  ---  1793,2  1790,7 
Rp  1868,3  1873,9 
S03  5·-d(GCB
CGCG)  0-30% B in 30· 
Sp  1868,3  1872,9 
Rp  1882,4  1881,4 
S04  5·-d(GCD
CGCG)  0-30% B in 30· 
Sp  1882,4  1886,2 
Rp  1896,4  1891,9 
S05  5·-d(GCE
CGCG)  0-30% B in 30· 
Sp  1896,4  1891,9 
Rp  1910,4  1916,9 
S06  5·-d(GCF
CGCG)  0-30% B in 30· 
Sp  1910,4  1914,6 
Rp  1924,4  1923,5 
S07  5·-d(GCH
CGCG)  0-30% B in 40· 
Sp  1924,4  1921,8 
Rp  1918,4  1919,8 
S08  5·-d(GCI
CGCG)  0-25% B in 40· 
Sp  1918,4  1918,4 
Rp  1946,4  1946,1 
S09  5·-d(GCJ
CGCG)  0-25% B in 50· 
Sp  1946,4  1942,7 
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Rp  1996,5  1991,5 
S10  5·-d(GCK
CGCG)  0-27% B in 50· 
Sp  1996,5  1995,1 
Rp  1920,4  1919,0 
S11  5·-d(GCL
CGCG)  0-25% B in 35· 
Sp  1920,4  1920,2 
S12/1  5·-d(GC144RpCG)  ---  Rp  1904,3  1903,0 
S12/2  5·-d(GC144SpCG)  ---  Sp  1904,3  1907,1 
Rp  1886,3  1884,6 
S13  5·-d(GCN
CGCG)  0-30% B in 30· 
Sp  1886,3  1885,9 
Rp  1882,3  1883,6 
S14  5·-d(GCO
CGCG)  0-25% B in 30· 
Sp  1882,3  1881,5 
Rp  1898,3  1896,7 
S15  5·-d(GCP
CGCG)  0-30% B in 30· 
Sp  1898,3  1897,0 
Rp  1924,4  1926,2 
S16  5·-d(GCQ
CGCG)  5-35% B in 30· 
Sp  1924,4  1926,2 
Rp  1928,4  1928,9 
S17  5·-d(GCR
CGCG)  0-30% B in 40· 
Sp  1928,4  1927,4 
Rp  1792,2  1793,9 
S18  5·-d(GCS
CGCG)  0-25% B in 40· 
Sp  1792,2  1790,9 
Rp  1809,3  1807,0 
S19  5·-d(GCCpSGCG)  0-18% B in 40· 
Sp  1809,3  1809,9 
S20  5`-d(CAG GTC AAT CAT)  ---  ---  3629,4  3629,2 
S21  5·-d(ATG ATT GAC CTG)  ---  ---  3660,5  3662,2 
Rp  3704,5  3705,5 
S22  5`-d(CAG GTB
CAAT CAT)  5-22% B in 40· 
Sp  3704,5  3707,3 
Rp  3704,5  3704,3 
S23  5`-d(CAG GTC AAT B
CAT)  5-18% B in 40· 
Sp  3704,5  3701,4 
Rp  3704,5  3702,9 
S24  5`-d(B
CAG GTC AAT CAT)  5-22% B in 40· 
Sp  3704,5  3704,4 
Rp  3740,5  3738,5 
S25  5`-d(CAG GTM
CAAT CAT)  5-30% B in 30· 
Sp  3740,5  3740,6 
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Rp  3740,5  3740,0 
S26  5`-d(CAG GTC AAT M
CAT)  5-16% B in 40· 
Sp  3740,5  3740,8 
Rp  3740,5  3739,5 
S27  5`-d(M
CAG GTC AAT CAT)  5-30% B in 40· 
Sp  3740,5  3741,8 
Rp  3732,6  3740,6 
S28  5`-d(CAG GTE
CAAT CAT)  5-30% B in 40· 
Sp  3732,6  3732,6 
Rp  3732,6  3731,2 
S29  5`-d(CAG GTC AAT E
CAT)  5-17% B in 40· 
Sp  3732,6  3731,0 
Rp  3732,6  3733,7 
S30  5`-d(E
CAG GTC AAT CAT)  0-30% B in 30· 
Sp  3732,6  3731,4 
Rp  3754,6  3761,2 
S31  5`-d(CAG GTI
CAAT CAT)  5-25% B in 40· 
Sp  3754,6  3755,8 
Rp  3754,6  3754,9 
S32  5`-d(CAG GTC AAT I
CAT)  5-17% B in 50· 
Sp  3754,6  3752,8 
Rp  3754,6  3755,7 
S33  5`-d(I
CAG GTC AAT CAT)  5-20% B in 40· 
Sp  3754,6  3755,2 
Rp  3782,7  3781,9 
S34  5`-d(CAG GTJ
CAAT CAT)  5-25% B in 40· 
Sp  3782,7  3781,4 
Rp  3782,7  3781,6 
S35  5`-d(CAG GTC AAT J
CAT)  7-20% B in 40· 
Sp  3782,7  3781,2 
Rp  3782,7  3781,6 
S36  5`-d(J
CAG GTC AAT CAT)  5-25% B in 40· 
Sp  3782,7  3781,6 
Rp  3832,7  3840,0 
S37  5`-d(CAG GTK
CAAT CAT)  10-30% B in 45· 
Sp  3832,7  3832,6 
Rp  3832,7  3836,4 
S38  5`-d(CAG GTC AAT K
CAT)  10-18% B in 45· 
Sp  3832,7  3840,8 
Rp  3832,7  3833,1 
S39  5`-d(K
CAG GTC AAT CAT)  10-25% B in 45· 
Sp  3832,7  3832,2 
S40  5`-d(CGC GCG)  ---  ---  1793,2  1798,9 
Rp  1868,3  1869,8 
S41  5`-d(CGB
CGCG)  5-15% B in 40· 
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Rp  1882,4  1885,2 
S42  5`-d(CGD
CGCG)  5-18% B in 40· 
Sp  1882,4  1884,1 
Rp  1896,4  1998,5 
S43  5`-d(CGE
CGCG)  5-20% B in 45· 
Sp  1896,4  1897,3 
S43/1  5`-d(CG140RpCG)  ---  Rp  1896,4  1895,3 
S43/2  5`-d(CG140SpCG)  ---  Sp  1896,4  1896,8 
Rp  1924,4  1927,9 
S44  5`-d(CGH
CGCG)  5-25% B in 50· 
Sp  1924,4  1923,6 
S45  5·-d(CGT CAC GAC AT)  ---  ---  3301,2  3300,5 
S46  5·-d(ATG TCG GAC G)  ---  ---  3068,1  3067,0 
Rp  3432,4  3433,4 
S47  5·-d(CGT CAH
CGAC AT)  0-30% B in 40· 
Sp  3432,4  3452,6 
S48  5·-d(CGT CCG ACA T)  ---  ---  2988,0  2987,4 
Rp  3119,2  3119,6 
S49  5·-d(CGT CH
CG ACA T)  0-30% B in 40· 
Sp  3119,2  3118,0 
 
Tab. 12.3  ￿bersicht der berechneten sowie durch MALDI-TOF gemessenen Massen. 
Strang  Sequenz 
Ber. 
Masse [Da] 
Gef. 
Masse [Da] 
S50  5·-d(TGG TGC ACG GTC TAC GA)  5226,5  5227,2 
S51  5·-d(TCG TAG ACC GTG CAC CA)  5155,4  5150,7 
S52  5·-r(UCG UAG ACC GUG CAC CA)  5385,3  5400,1 
S53  5·-d(B
TB
GB
GTGC ACG GTC TB
AB
CB
GA)  5677,3  5676,4 
S54  5·-d(D
TD
GD
GTGC ACG GTC TD
AD
CD
GA)  5761,5  5766,8 
S55  5·-d(F
TF
GF
GTGC ACG GTC TF
AF
CF
GA)  5929,8  5930,0 
S56  5·-d(M
TM
GM
GTGC ACG GTC TM
AM
CM
GA)  5893,2  5887,2 
S57  5·-d(TpSGpSGpSTGC ACG GTC TApSCpSGpSA)  5322,5  5328,2 
S58  5·-r(GAGGUCUCGUAGACCGUGCACCAUGAG 
  CAC) 
9626,4  9650,3 
S59  5·-r(CUC AUG GUG CAC GGU CUA CGA TT)  7272,4  7296,3 
S60  5·-r(UCG UAG ACC GUG CAC CAU GAG TT)  7295,4  7317,4 
S61  5·-r(CUG AUG CUG CAC CGU GUA CGA TT)  7272,4  7295,7 
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Quantifizierung der Menge an Oligonucleotid 
 
OD-Bestimmung 
Die aufgereinigten Oligonucleotide wurde in 1,0 ml deionisiertem Wasser gel￿st (im Falle 
von  RNA  in  DEPC-Wasser).  10  l  der  jeweiligen  L￿sung  wurden  entnommen und  in 
einer  10  mm  Quarzk￿vette  zu  990  l  deionisiertem  Wasser  gegeben.  Die  Extinktion 
(Optische  Dichte:  OD)  wurde  bei  einer  Wellenl￿nge  von  260  nm  bestimmt  und  der 
ermittelte  Wert  mit  dem  Verd￿nnungsfaktor  100  multipliziert.  Aus  den  so  ermittelten 
OD260-Einheiten lies sich mittels des molaren Extinktionskoeffizienten  die Konzentration 
bestimmen. 
 
Bestimmung der Extinktionskoeffizienten 
Der  molare  Extinktionskoeffizient  von  2·-Desoxynucleotiden  kann  nach  Eckstein 
(Eckstein, 1991) aus der Summe der bekannten Extinktionskoeffizienten der einzelnen 
Nucleotide abgesch￿tzt werden. N￿herungsweise gilt folgender Zusammenhang: 
 
[12-1]   = 88,8 * nT + 7,3 * nC + 11,7 * nG + 15,4 * nA) * 0,9 [1000 cm
2*mol
-1] 
 
Hierbei gibt n die jeweilige H￿ufigkeit der Basen im Oligonucleotid wieder und der Faktor 
0,9  tr￿gt  der  verringerten  UV-Absorption  aufgrund  des  Einflusses  der 
Basenstapelungswechselwirkungen Rechnung. Eine exaktere Methode zur Bestimmung 
des  molaren  Extinktionskoeffizienten  ber￿cksichtigt  die  Wechselwirkung  der 
Chromophore mit ihren n￿chsten Nachbarn (Puglisi, 1989; Gray, 1995). Diese bewirkt, 
dass der Extinktionskoeffizient eines Dinucleotids nicht der Summe der Einzelnucleotide 
entspricht. Die Zahlenwerte f￿r die DNA- und RNA-Oligonucleotide sind in Tabelle 12.4 
wiedergegeben. Der Extinktionskoeffizient ergibt sich aus zweimal der Summe aller im 
Oligonucleotid vorkommenden Dimere minus der Summe aller Mononucleotide, ohne die 
beiden endst￿ndigen Nucleotide (siehe Gleichung 12-2). 
 
[12-2]  (...ACGU...) = 2 * [(AC) + (CG) + (GU) + ...] ￿ [(C) + (G) + (U) + ...] 
 
Die Extinktionskoeffizienten der R￿ckgrat modifizierten Dimere wurden nicht bestimmt. In 
diesen  F￿llen  wurde  mit  den  Werten  der  nat￿rlichen  Nucleoside  gerechnet.  Die 
Konzentration  der  Oligonucleotid-L￿sung  kann  somit  aus  dem  Lambert-Beerschen-12  Experimenteller Teil  314
Gesetz  mittels  der  gemessenen  OD-Zahl,  der  Schichtdicke  d  und  des  berechneten 
Extinktionskoeffienten   berechnet werden [12-3]. 
 
[12-3]  c = OD260 /  * d 
 
Tab. 12.4:  Extinktionskoeffizienten f￿r monomere und dimere Nucleotide bei 260 nm, 25￿C, 
pH= 7,0 und einer Ionenst￿rke von 0,1 M. 
Baustein  DNA  RNA  Baustein  DNA  RNA 
A  15,34  15,34  CG  9,39  9,39 
C  7,60  7,60  CT/CU  7,66  8,37 
G  12,16  12,16  GA  12,92  12,92 
T/U  8,70  10,21  GC  9,19  9,19 
AA  13,65  13,65  GG  11,43  11,43 
AC  10,67  10,67  GT/TU  10,22  10,96 
AG  12,79  12,79  TA/UA  11,78  12,52 
AT/AU  11,42  12,14  TC/UC  8,15  8,90 
CA  10,67  10,67  TH/UG  9,70  10,40 
CC  7,52  7,52  TT/UU  8,61  10,11 
 
 
12.3.4 Analytik 
 
Massenspektrometrie: MALDI-TOF-MS 
Diese Methode wurde fast zeitgleich von Karas und Hillenkamp sowie Tanaka eingef￿hrt 
(Karas,  1988;  Tanaka,  1988).  Bei  dieser  Methode  wird  das  Oligonucleotid  mit  einer 
Matrix, die im 10
4 fachen ￿berschuss vorliegt, cokristallisiert und anschlie￿end mit einem 
IR-  oder  UV-Laserpuls  im  Hochvakuum  des  Spektrometers  beschossen.  H￿ufig 
verwendete Matrixsubstanzen f￿r Stickstofflaser mit einer Wellenl￿nge von 337 nm sind 
2,4,6-Trihydroxyacetophenon  oder  3-Hydroxypicolins￿ure.  Als  gepulste  Desoprtions-
/Ionisationsmethode wird MALDI h￿ufig mit einem Flugzeit-Massenspektrometer (TOF: 
time of flight) kombiniert, in dem alle Ionen in einem elektrischen Feld mit der gleichen 
Energie  beschleunigt  und  gem￿￿  ihres  Masse-/Ladungsverh￿ltnisses  zeitgleich 
aufgetrennt  werden.  Diese  Methode  ist  gegen￿ber  der  ESI-Massenspektrometrie 12  Experimenteller Teil  315
weniger empfindlich gegen￿ber angelagerten Salzen. Die Oligonucleotide wurden aber 
trotzdem ￿ber eine Sephadex PD 10 S￿ule mit G25 Material entsalzt, wodurch exaktere 
Spektren erhalten wurden. 
Die  in  dieser  Arbeit  aufgenommenen  Spektren  wurden  mit  matrixunterst￿tzter 
Laserdesorption/Ionisation  (MALDI)  auf  einem  Flugzeitmassenspektrometer  (VG 
Tofspec) der Firma Fisons entweder im linearen oder im Reflectronmodus gemessen.  
 
Analytische Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) 
Die Reinheit der 17mer Antisense-Oligonucleotide wurde ferner mittels PAGE ￿berpr￿ft. 
Hierf￿r wurden folgend L￿sungen/Puffer angesetzt: 
  Boratpuffer (TBE): 54,5 g Tris, 27,5 g Bors￿ure und 3,7 g EDTA-Dinatriumsalz wurden 
in einem Liter bidest. Wasser gel￿st. Zur Verwendung als Laufpuffer (1TBE) wurde 
die L￿sung 1:5 verd￿nnt. 
  40% Acrylamid-Stamml￿sung: 400 g Acrylamid und 20 g N,N·-Methylen-bis-acrylamid 
wurden in 580 ml bidest. Wasser gel￿st. 
 
F￿r die analytischen Gele wurden 15 ml der 40%igen Acrylamid-Stamml￿sung, 7,5 ml 
5TBE-Puffer,  15,7  g  Harnstoff  und  4  ml  Wasser  zusammengegeben.  Mit  dieser 
Zusammensetzung  erhielt  man  15%ige  PAA-Gele.  Nach  vollst￿ndigem  L￿sen  des 
Harnstoffes  wurde  die  Polymerisation  durch  Zugabe von  17,5  l  TEMED  und  230  l 
einer  10%igen,  w￿ssrigen  APS-L￿sung  gestartet.  Die  L￿sung  wurde  sofort  blasenfrei 
zwischen zwei 1010 cm gro￿e, silanisierte Glasplatten gegossen. Die Proben (je 0,05 
OD) wurden lyophylisiert, in 10 l einer Wasser/Formamid L￿sung (1:1) aufgenommen 
und in die Taschen des in die Elektrophoreseapparatur eingespannten Gels aufgetragen. 
Zur Markierung dienten 2 l einer mit 0,1% (w/v) Bromphenolblau (ca. 15 nt) und 0,1% 
(w/v) Xylencyanol (ca. 60 nt) gef￿rbten Formamidl￿sung in einer separaten Tasche. Die 
Elektrophorese erfolgte bei 70 V mit 1TBE als Laufpuffer. Nach vier Stunden, als der 
Farbstoff Bromphenolblau nahezu des untere Ende des Gels erreicht hatte, wurde der 
Strom  abgeschaltet,  das  Gel  von  den  Platten  entfernt  und  die  Banden  mittels 
Silberf￿rbung sichtbar gemacht. Dabei wurde das Gel f￿r 10 min in einer L￿sung von 10g 
Trichloressigs￿ure in 40 ml Wasser geschwenkt und anschlie￿end zweimal f￿r je 5 min 
mit Wasser gewaschen. Anschlie￿end wurde mit einer 0,1%igen Silbernitratl￿sung f￿r 
ca. 20 min behandelt, mit Wasser das Silbernitrat ausgewaschen und mit einer Na2CO3-
L￿sung (3,75 g Na2CO3, 64 l 35% Formaldehyd in 125 ml Wasser) bis zur gew￿nschten 12  Experimenteller Teil  316
Schwarzf￿rbung der Banden entwickelt. Die F￿rbung wurde durch Einlegen des Gels in 
1%ige Essigs￿ure gestoppt. Nach mehrmaligem Waschen mit Wasser wurde das Gel in 
Folie eingewickelt und gescannt. 
 
 
12.3.5 Aufnahme von UV-Schmelzkurven 
 
Die UV-Schmelzkurven wurden an einem UV/VIS-Spektralphotometer Cary 1 der Firma 
Varian  mit  Peltier  gesteuertem,  thermostatisierbarem  K￿vettenhalter  gemessen.  Als 
Puffer  diente  ein  Phosphatpuffer  (pH  7,0)  mit  140  mM  Natriumchlorid  und  10  mM 
Phosphat (vgl. Kap. 12.2.1). Damit entsprach die Salzkonzentration des Puffers ungef￿hr 
der des Blutserums. 
Vor  der  Messung  wurden  f￿r  alle  Proben  die  Extinktionskoeffizienten  rechnerisch 
bestimmt.  Mit  Hilfe  der  gemessenen  OD260  Menge  der  Stamml￿sung  konnte  nun  die 
einzupipettierende Menge der zu hybridisierenden Einzelstr￿nge errechnet werden. Es 
wurde jeweils eine Gesamtmenge von ca. 1,0 OD260 eingesetzt, was einer Konzentration 
von  19  M  (Hexamere),  8  M  (Dodecamere)  und 4  M  (17mere) entsprach.  F￿r die 
Messung wurde eine K￿vette mit 1,0 ml Puffer bef￿llt und in den Referenzstrahl gestellt 
sowie eine zweite, die mit 1,0-X ml Puffer (X = l der einzupipettierenden Oligonucleotid-
l￿sungen) bef￿llt war in den Messstrahlengang eingebracht. 
Vor Beginn der Messung wurden die K￿vetten mit Teflon-Deckeln fest verschlossen, um 
ein Verdampfen des L￿sungsmittels w￿hrend der Messung zu verhindern. Vor der Tm-
Wert  Messung  wurden  die  L￿sungen  auf  80￿C  erhitzt  (Denaturierung)  und  mit  einer 
K￿hlrate von 3￿C/min auf die Starttemperatur der Messung (5￿C bzw. 10￿C) abgek￿hlt 
(Renaturierung). Die folgende Aufnahme der Schmelzkurven bei 260 nm (12mere und 
17mere) bzw. 274 nm (C-G Hexamere) wurde mit einer Heizrate von 0,5￿C durchgef￿hrt. 
Alle  30  Sekunden  wurde  ein  Datenpunkt  registriert.  Als  Temperatur  wurde  die 
Temperatur des Probenblocks des Spektrometers angegeben was nach Angaben von 
Varian  (Varian,  1998)  ausreichend  exakt  ist.  Alle  Messungen  wurden  mindestens als 
Doppelbestimmungen durchgef￿hrt. F￿r alle Messungen unterhalb von 20￿C wurde die 
K￿vettenkammer mit Stickstoff gesp￿lt, um die Kondensation der Luftfeuchtigkeit auf den 
K￿vettenoberfl￿chen  zu  vermeiden.  Die  Bestimmung  der  Schmelzpunkte  aus  den 
experimentell  ermittelten  Schmelzkurven  erfolgte  nach  literaturbekannten 
Vorgehensweisen (Marky, 1987; Puglisi, 1989; Schweitzer, 1998; Parsch; 1999).  12  Experimenteller Teil  317
12.3.6 Bestimmung der Stabilit￿t gegen￿ber Nucleasen 
 
4  M  der  Antisense-Oligonucleotide  (0,5  OD)  wurden  in  einer  Quarzglask￿vette  zu 
Natriumacetatpuffer (30 mM, pH 5,3) pipettiert, so dass ein Gesamtvolumen von 1000 l 
resultierte.  Zu  dieser  L￿sung  wurde  1  l  Nuclease  P1  (300  Einheiten/ml  L￿sung) 
pipettiert,  rasch  durchmischt  und  umgehend  in  den  Strahlengang  des  UV-
Spektralphotometers gegeben und die Messung gestartet. 
 
 
12.3.7 RP-HPLC Retentionszeiten 
 
Die Retentionszeiten der einfach modifizierten Oligonucleotide (isomerenrein) wie auch 
der 17mer Antisense-Oligonucleotide wurde mittels einer Merck HPLC-Anlage an einer 
analytischen  Purospher
  STAR  RP-18e  (5  m)  S￿ule  der  Firma  Merck  ermittelt.  Es 
wurden jeweils 0,2-0,3 OD260 in 20 l bidest. Wasser gel￿st und auf die S￿ule gegeben. 
F￿r die mono-modifizierten Hexamere wurde ein linearer Gradient von 0-30% Acetonitril 
in 0,1 M TEAA-Puffer (pH 7,0) in 40 min bei einem Fluss von 1,0 ml/min verwendet. F￿r 
die 17mer Oligonucleotide kam ein Gradient von 0-60% Acetonitril in 0,1 M TEAA-Puffer 
(pH  7,0)  in  30  min  bei  einem  Fluss  von  1,0  ml/min  zum  Einsatz.  Die  UV-Detektion 
erfolgte bei einer Wellenl￿nge von 260 nm. 
 
 
12.3.8 CD-Spektroskopie 
 
Die CD-Spektren wurden auf einem Jasco J-710 Spectropolarimeter aufgenommen, das 
mit  einem  thermostatisierten  K￿vettenhalter  (PTC-348WI  Peltier-Temperatur-
Kontrollthermostat)  ausger￿stet  war.  F￿r  die  Messungen  wurden  1000  l 
Quarzk￿vetetten mit 10 mm Schichtdicke verwendet. Die maximale Extinktion (OD260) 
der Proben lag bei etwa 1,0. In der Regel wurden die bereits denaturierten/naturierten 
Proben  der  UV-Spektroskopie  (Tm-Wert  Bestimmung)  verwendet.  Zur  Messung  der 
wellenl￿ngenabh￿ngigen Spektren, die bei 5￿C durchgef￿hrt wurden, wurden jeweils f￿nf 
Spektren im Bereich von 350-200 nm akkumuliert. Folgende Ger￿teeinstellungen wurden 
verwendet: resolution 0,1 mm, scan speed 50 nm/min, response 1 sec und band width 12  Experimenteller Teil  318
1,0 nm. Von den aufgenommenen Spektren wurde immer das bei gleicher Temperatur 
registrierte  Spektrum  des  Puffers  subtrahiert.  Anschlie￿end  wurden  die  erhaltenen 
Kurven per Software (Jasco: Standard Analysis) gegl￿ttet. 
 
 
12.3.9 Fluoreszenz-Spektroskopie 
 
Die  Messungen  wurden  an  einem  Hitachi  F-4500  Fluoreszenz-Spektrophotometer 
durchgef￿hrt. Es wurden 0,2 M modifiziertes Oligonucleotid (ca. 0,025 OD260) in 1,0 ml 
Phosphatpuffer  (pH  7,0)  einpipettiert  und  das  Fluoreszenzspektrum  bei  einer 
Einstrahlwellenl￿nge  (Excitation)  von  255  nm  im  Bereich  von  500-320  nm  bei  RT 
aufgenommen.  In  die  K￿vette  wurde  im  Anschluss  ebenfalls  0,2  M  unmodifiziertes 
Oligonucleotid  (Gegenstrang)  einpipettiert  und  wie  unter  Kap.  12.3.5  beschrieben 
denaturiert/renaturiert. Anschlie￿end wurde unter denselben Messbedingungen wie bei 
der Einzelstrangmessung das Fluoreszenzspektrum aufgenommen. 
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Teil B   Abk￿rzungsverzeichnis 
 
 
A  Adenin, Adenosin 
A260  Absorption bei 260 nm 
¯  ¯ngstr￿m 
Abb.  Abbildung 
abs.  absolut 
ACN  Acetonitril 
AIBN  ,·-Azoisobutyronitril 
AIDS  erworbene Immunschw￿chekrankheit (engl.: acquired immune 
  deficiency syndrome) 
arom.  aromatische Protonen 
APS  Ammoniumperoxodisulfat 
￿q.  ˜quivalente 
ATP  Adenosintriphosphat 
 
B  Base (im Sinne von Nucleobase) 
B  Benzylmodifikation 
b  breit 
bp  Basenpaare 
BSA  Benzolsulfons￿ure 
Bz  Benzoyl 
bzw.  beziehungsweise 
 
C  Celsius 
C  Core 
C  Cytosin, Cytidin 
c  Konzentration 
ca.  circa 
CD  Circular-Dichroismus 
CDTA  1,2-Diaminocyclohexantetraessigs￿ure 
C. elegans  Caenorhabditis elegans 
CIP  Cahn Ingold Prelog 
cm  Zentimeter 14  Anhang  371 
CMV  Cytomegalievirus 
COSY  korrelierte Spektroskopie (engl.: correlated spectroscopy) 
CPG  controlled pore glass 
 
  chemische Verschiebung 
d  Dichte in g/ml 
d  Dublett 
d  Schichtdicke 
d  Desoxyribo 
D  2-Phenylethylmodifikation 
DC  D￿nnschichtchromatographie 
DCM  Dichlormethan 
Emax  Differenz der Extinktion-Intensit￿t im Extinktionsmaximum 
Tm  Differenz der DNA-Schmelzpunkte 
dd  Dublett von Dublett 
DEPC  Diethylpyrocarbonat 
DFB  2,4-Difluorbenzyl 
d.h.  das hei￿t 
DIPEA  Diisopropylethylamin (H￿nigs Base) 
DMSO  Dimethylsulfoxid 
(d6)-DMSO  Dimethylsulfoxid sechsfach deuteriert 
DMTr  Dimethoxytrityl, Dimethoxytriphenylmethyl 
DNA  Desoxyribonucleins￿ure 
DOPE  1,2-Dioleoyl-syn-glycero-3-phosphoethanolamin 
DOTMA  N-[(1,2,3-Dioleoyloxy)propyl]-N,N,N-trietylammoniumchlorid 
dsRNA  doppelstr￿ngige RNA 
DTT  Dithiothreitol 
 
E  Extinktion (engl.: absorbance) 
E  envelope 
E  3-Phenylpropylmodifikation 
  molarer Extinktionskoeffizient 
E. coli  Escherichia coli 
EDA-mix  Ethylendiamin-Abspaltungsreagenz 
EDTA  Ethylendiamintetraacetat 14  Anhang  372 
engl.  englisch 
ESI(-)  Elektrospray-Ionisation im negativen Modus 
ESI(+)  Elektrospray-Ionisation im positiven Modus 
Et  Ethyl 
et al.  et alii (und andere) 
 
F  4-Phenylbutylmodifikation 
Fa.  Firma 
FC  Flash-Chromatographie 
fl.  fl￿ssig 
 
G  Guanin, Guanosin 
g  Gramm 
ges.  ges￿ttigt(e) 
 
H  5-Phenylpentylmodifikation 
h  Stunde(n) 
HAV  Hepatitis A Virus 
HBV  Hepatitis B Virus 
HCV  Hepatitis C Virus 
HIV  Human immunodefiency virus 
HPLC  Hochleistungsfl￿ssigkeitschromatographie (engl.: high performance 
  liquid chromatography) 
HUGO  Human Genome Organization 
Hz  Hertz 
 
I  (Naphth-1-yl)methylmodifikation 
iBu  isobutyryl 
ICAM-1  engl.: Intercellular Adhesion Molecule-1 
iPr  Isopropyl 
IRES  interne, ribosomale Angriffsstelle (engl.: internal ribosomal entry site) 
 
J  Kopplungskonstante in der NMR-Spektroskopie 
J  3-(Naphth-1-yl)propylmodifikation 
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K  Kelvin 
K  3-(Anthracen-9-yl)propylmodifikation 
Kap.  Kapitel 
kd  kilo-Dalton 
konz.  konzentriert 
 
 Wellenl￿nge 
max  Wellenl￿nge des Absorptionsmaximums 
Ex  Einstrahlwellenl￿nge (engl.: Excitation) 
L  2-Naphthoxymodifikation 
LDI  Laserdesorption/Ionisation 
LNA  Locked-Nucleins￿ure (engl.: locked nucleic acid) 
log P  Verteilungskoeffizient 
Lsg.  L￿sung 
 
M  molar 
M  2,4-Difluorbenzylmodifikation 
m  Masse 
m  Multiplett 
MALDI  Matrix unterst￿tzte Laser Desorption/Ionisation (engl.: matrix assisted 
  laser desorption/ionization) 
max.  maximal 
Me  Methyl 
MeOH  Methanol 
mg  Milligramm 
MHz  Megahertz 
min.  Minute(n) 
ml  Milliliter 
￿M  mikromolar 
mm  Millimeter 
mM  millimolar 
mmol  Millimol 
mRNA  Boten-Ribonukleins￿ure (engl.: messenger RNA) 
MS  Massenspektrometrie 
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N  4-Fluorbenzylmodifikation 
n  Alkylkettenl￿nge 
n.b.  nicht berechnet 
n.b.  nicht bestimmbar 
NBS  N-Bromsuccinimid 
NCR  nicht codierende Region (engl.: non coding region) 
nM  nanomolar 
nm  Nanometer 
NMI  N-Methylamidimidazol 
NMR  Kernmagnetische Resonanz (engl.: nuclear magnetic resonance) 
Nr.  Nummer 
nt  Nucleotide 
 
O  p-Methylbenzylmodifikation 
o  ortho 
OD260  Optische Dichte bei 260 nm, Extinktion bei 260 nm 
ODN  Oligodesoxynucleotid 
ORF  offener Leserahmen (engl.: open reading frame) 
 
P  p-Methoxybenzylmodifikation 
p  para 
p.a.  pro analysi 
pa  pseudoaxial 
PAA  Polyacrylamid 
PAGE  Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PBS  Phosphatgepufferte Salzl￿sung 
PCR  Polymerase Ketten Reaktion (engl.: polymerase chain reaction) 
pDC  pr￿parative D￿nnschichtchromatographie 
pe  pseudoequatorial 
PG  Schutzgruppe (allgemein) 
pm  picometer 
PNA  Peptid-Nucleins￿ure 
ppm  parts per million 
pS  Phosphorthioat 
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  Elliptizit￿t 
Q  p-t-Butylbenzylmodifikation 
q  Quartett 
 
R  4-(4-Fluorphenyl)butylmodifikation 
r  ribo 
Rf  Retentionsfaktor 
RNA  Ribonucleins￿ure 
RNAi  RNA-Interferenz 
RNase H  Ribonuclease H 
ROE  Rotating Frame Nuclear Overhauser Effect 
ROESY  Rotating Frame Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy 
RP  Umkehrphase (engl.: reversed phase) 
Rp  R-Konfiguration an einem Phosphoratom (CIP-Nomenklatur) 
rpm  Umdrehungen pro Minute (engl.: rotations per minute) 
rRNA  ribosomale Ribonucleins￿ure 
RT  Raumtemperatur 
 
S  Methylmodifikation 
s  Singulett 
s  Sekunde(n) 
Sdp.  Siedepunkt 
siRNP  RNA-Protein Komplex 
Smp.  Schmelzpunkt 
Sp  S-Konfiguration an einem Phosphoratom (CIP-Nomenklatur) 
sym.  symmetrisch 
 
T  Thymin, Thymidin 
T  Temperatur 
T  twist 
t  Triplett 
Tab.  Tabelle 
TaqPol  Thermus aquaticus Polymerase 
TBAF  Tetrabutylammoniumfluorid 
TBDMS  tert.-Butyldimethylsilyl 14  Anhang  376 
TBDPS  tert.-Butyldiphenylsilyl 
TBE  Tris-Borat-EDTA-Puffer 
TBHP  tert-Butylhydroperoxid 
TCA  Trichloressigs￿ure 
TEA  Triethylamin 
TEAA  Triethylammoniumacetat 
techn.  technisch 
TEMED  N;N;N·,N·-Tetramethylethylendiamin 
tert.  terti￿r 
THF  Tetrahydrofuran 
Tm  Schmelztemperatur (engl.: melting temperature) 
TMS  Trimethylsilyl 
TOF  Flugzeit (engl.: time of flight) 
TRIS  Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 
tRNA  transfer Ribonucleins￿ure 
 
U  Uracil, Uridin 
UV  Ultraviolett 
 
V  Volumen 
verd.  verd￿nnt 
vgl.  vergleiche 
VIS  sichtbar (engl.: visible) 
 
z  Ladung 
z.B.  zum Beispiel 
z.T.  zum Teil 
 
3Pp  3-Phenylpropyl 
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1989 - 1991  Fachhochschule an der NTA Isny/Allg￿u 
 
  Ausbildung 
1989 - 1991  Chemisch- technischer Assistent, Naturwissenschaftlich- 
  Technische Akademie Prof. Dr. Gr￿bler in Isny/Allg￿u 
 
  Zivildienst / Beruf 
1995 - 1996  Zivildienst am GSF-Forschungszentrum, Institut f￿r ￿kologische 
Chemie, M￿nchen 
 
1996 ￿ 1996  Dipl. Chemie Ing. (FH) am GSF-Forschungszentrum (Gesellschaft 
f￿r Umwelt und Gesundheit), Institut f￿r ￿kologische Chemie, 
M￿nchen 
 
  Studium 
1991 - 1995  Diplom-Chemieingenieur (FH) Allgemeine Chemie an der 
Naturwissenschaftlich-Technischen Akademie Prof. Dr. Gr￿bler in 
Isny/Allg￿u 
 
1994 - 1995  Diplomarbeit bei der Siemens AG, Bereich KWU in Erlangen 
  Thema: Entwicklung und Optimierung eines 
Dekontaminationsverfahrens mit Ozon als Oxidationsmittel 
 
1997 ￿ 1999  Diplom- Chemiker an der Universit￿t Osnabr￿ck 
 
1998 ￿ 1999  Diplomarbeit, AK Prof. Seela, Institut f￿r Organische Chemie, 
Universit￿t Osnabr￿ck. 
  Thema: Purin-Purin Basenpaarungen in Oligonucleotid-Duplexen 
unter Beteiligung der -D- und -D-anomeren 2·-
Desoxynucleoside des 5-Aza-7-desazaguanins 
 
9.1999 ￿ 6.2003  Doktorarbeit im Rahmen eines KŁkulØ- Stipendiums, AK Prof. 
Engels, Institut f￿r Organische Chemie und Chemische Biologie, 
J.W. Goethe Universit￿t, Frankfurt am Main. 